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Capítulo 1 - Introducción 
 
1.1 Amiloidogénesis proteica 
 
1.1.1 Fibras amiloides y enfermedades neurodegenerativas 
La amiloidogénesis proteica o agregación amiloide es el proceso en el cual 
proteínas o péptidos solubles sufren un proceso de reorganización estructural 
dando lugar a fibras amiloides. Las fibras amiloides han sido observadas en 
conexión con más de 30 enfermedades humanas incurables,1 muchas de las 
cuales son de orden neurodegenerativo, incluyendo las más frecuentes y 
conocidas: la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la 
esclerosis lateral amiotrófica y la enfermedad de Huntington.2,3 
Desde un punto de vista ultra-estructural, las fibras amiloides son 
agregados elongados insolubles altamente ordenados, caracterizados a nivel 
molecular por la presencia de una malla de láminas beta orientadas 
perpendicularmente al eje longitudinal de la fibra.4,5 A pesar de la gran 
variedad en secuencia, tamaño o plegamiento de las proteínas precursoras, una 
vez ensambladas las fibras amiloides, éstas poseen estructuras genéricas 
altamente similares con algunas variaciones menores de empaquetamiento local 
que derivan en diferencias morfológicas, como por ejemplo torsión y curvatura. 
Para muchas proteínas amiloidogénicas, se ha encontrado que los 
monómeros y las fibras amiloides maduras presentan una toxicidad limitada o 
nula sobre células neuronales.6 En cambio, la muerte celular puede ser inducida 
por agregados de tamaño intermedio formados durante el proceso de 
amiloidogénesis o por el proceso de agregación per se.7,8  
 
1.1.2 Fases macroscópicas de la agregación amiloide 
El resultado de la reacción general de la amiloidogénesis proteica resulta 
en la conversión de monómeros solubles de péptidos o proteínas en un 




conjunto de agregados. Las reacciones de agregación siguen una compleja vía 
caracterizada por una cascada de especies intermoleculares metaestables.9,10 Las 
especies formadas como consecuencia del proceso de agregación amiloide son 
altamente heterogéneas, pudiendo clasificarse en oligómeros, núcleos, 
protofibras y fibras. Los oligómeros son los agregados de menor tamaño y 
prácticamente carecen de capacidad de elongación amiloide. Los núcleos son 
los agregados de menor peso molecular lo suficientemente estables para 
permitir que la asociación de monómeros a su superficie sea más rápida que la 
disociación en monómeros y por lo tanto dar lugar a las protofibras y 
posteriormente a las fibras amiloides. Finalmente, las protofibras, estructuras 
solubles linealmente ordenadas con capacidad de elongar rápidamente a través 
de la asociación de monómeros a los extremos, y las fibras amiloides maduras, 
previamente descriptas, son las especies mayoritarias.  
Las reacciones de auto-ensamblado molecular dependientes de 
nucleación, como lo es la agregación amiloide, muestran una cinética del tipo 
sigmoideo.11 El proceso de agregación amiloide se puede dividir en tres fases 
macroscópicas, una fase lag sin cambios aparentes en la solución, una fase 
exponencial donde comienzan a observarse las fibras amiloides maduras y una 
fase final estacionaria, que representa un estado donde el monómero está en 
equilibrio con las fibras maduras (Figura 1.1A).10 Trabajos realizados durante 
décadas revelaron que durante el proceso de agregación amiloide, los 
monómeros y las fibras son los componentes dominantes durante el curso 
entero de reacción. Los monómeros son prevalentes durante la fase lag y las 
fibras durante la fase estacionaria. Si la concentración de monómeros y fibras 
amiloides se grafica en función del tiempo, se obtienen curvas sigmoideas 
especulares que se cruzan cerca del tiempo medio (t1/2), donde las 
concentraciones de cada especie es prácticamente del orden del 50% (Figura 
1.1B). La concentración de todos los intermediarios es baja durante todo el 
proceso de agregación amiloide, y debido a su variedad, heterogeneidad e 




inestabilidad los mismos son muy difíciles de cuantificar. Sin embargo, 
utilizando cromatografía de exclusión molecular y marcaje radio-isotópico se 
pudo calcular que dichos oligómeros tienen un pico máximo de concentración 
donde se cruzan ambas curvas de aproximadamente un 1.5% del total de 
proteína.6  
 
1.1.3 Eventos microscópicos que modulan la agregación amiloide 
Ninguna de las fases macroscópicas pueden ser descritas por un único 
evento microscópico, sino que una variedad de eventos microscópicos se 
presentan durante todas las fases, aunque sus flujos netos difieren y están 
gobernados por constantes de reacción y actividades de las especies 
reactantes.12 El proceso de agregación amiloide requiere fundamentalmente de 
dos eventos microscópicos: nucleación y elongación (Figura 1.2). La formación 
de núcleos se puede dar a través de dos vías diferentes, la nucleación primaria, 
donde los núcleos son formados a partir de monómeros solubles y oligómeros, 
y la nucleación secundaria, donde los núcleos son formados a partir de 
monómeros pero esta vez catalizados por la superficie de fibras pre-formadas.13 
Los otros eventos microscópicos que definen la cinética de agregación amiloide 
son el evento de elongación amiloide, en el cual los monómeros se adicionan a 
Figura 1.1. Cinética del proceso de agregación amiloide. A. Se esquematiza la 
forma sigmoidea del proceso de agregación amiloide en función del tiempo y 
se identifican las tres fases macroscópicas. B. Dependencia de la concentración 
relativa de las especies monoméricas, oligoméricas y fibrilares durante la 
agregación amiloide. 
 




los extremos de las fibras amiloides y el evento de fragmentación, donde una 
fibra amiloide se fragmenta para formar fibras de menor tamaño, lo que 
proporciona más cantidad de extremos libres donde se pueden asociar los 
monómeros.  
 
La velocidad de formación de núcleos primarios es constante durante la 
fase lag y decae a partir de la fase de crecimiento ya que es dependiente de la 
concentración de monómero soluble. La formación de núcleos secundarios, 
aumenta considerablemente cuando hay suficiente superficie fibrilar y al ser 
auto-catalítica, supera considerablemente los núcleos formados a través de la 
nucleación primaria al iniciar la fase exponencial. La velocidad máxima de 
nucleación secundaria se observa inmediatamente antes del tiempo medio y 
sería el proceso que brinda la mayor cantidad de núcleos que permite la 
transición de la fase lag a la fase exponencial. El conocimiento de las 
velocidades de los cuatro procesos microscópicos permite simular precisamente 
Figura 1.2. Eventos microscópicos de la agregación amiloide. Esquema 
representativo del comportamiento de los monómeros de péptidos/proteínas 
precursores durante los eventos microscópicos de la agregación amiloide. 




la reacción de agregación amiloide y determinar la dependencia de la 
agregación amiloide de cada evento microscópico.13 Finalmente, tanto los 
mecanismos moleculares que definen cada evento microscópico como las 
características estructurales de los oligómeros y núcleos dependen de la 
proteína precursora y actualmente son las áreas de mayor estudio debido al 
gran desconocimiento fruto de la dificultad del análisis. 
 
1.2 La proteína alfa-sinucleína 
 
1.2.1 Alfa-sinucleína y la enfermedad de Parkinson 
La proteína alfa-sinucleína (AS), una de las proteínas amiloidogénicas más 
estudiadas en las últimas décadas, fue inicialmente identificada a través de una 
caracterización bioquímica de las placas seniles presentes en pacientes con la 
enfermedad de Alzheimer.14 Estudios posteriores vincularon a AS con la 
enfermedad de Parkinson (EP), una enfermedad neurodegenerativa 
caracterizada principalmente por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la 
substantia nigra pars compacta que resulta en los síntomas clásicos de rigidez, 
temblor y bradicinesia.15–17 Una de las principales características de la EP es la 
presencia de cuerpos de Lewy, inclusiones citoplasmáticas de 8-30μm de 
diámetro, formados por fibras amiloides de 7-27nm de largo dispuestas 
radialmente, cuyo componente principal determinado mediante 
inmunohistoquímica es la proteína AS.15,18 Además, se encontró que cinco 
mutaciones familiares, A30P, E46K, H50Q, G51D y A53T, así como la 
triplicación del gen de AS, causan una forma precoz y agresiva de la EP, 
confirmando el rol principal de esta proteína en el desarrollo de la 
enfermedad.19–23 Posteriormente, se ha vinculado a AS con el desarrollo de un 
grupo de desórdenes neurodegenerativos superpuestos denominados 
sinucleinopatías, los cuales incluyen, además de la EP, a la demencia asociada a 




la EP, la demencia con cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica y un número 
de distrofias neuroaxonales menos caracterizadas.17,24,25 
 
1.2.2 La familia de sinucleínas 
La proteína AS pertenece a una familia de proteínas homólogas 
compuesta además por beta-sinucleína (BS) y gama-sinucleína (GS). Las 
sinucleínas son proteínas solubles pequeñas (~14kDa), expresadas 
predominantemente en neuronas, aunque su localización celular varía. Así, las 
proteínas AS y BS se encuentran localizadas ubicuamente en terminales pre-
sinápticas del cerebro, mientras que la proteína GS se encuentra localizada en 
células nerviosas más diferenciadas alejadas del cerebro anterior.26,27 Las 
sinucleínas han sido encontradas además en otros tejidos como hígado (GS), 
musculo esquelético (AS, BS y GS), pulmón (AS) y glóbulos rojos (AS).26  
Desde el punto de vista estructural, las sinucleínas han sido descritas 
como proteínas intrínsecamente desordenadas, sin elementos estables de 
estructura secundaria ni topología global definida.28–30 La secuencia primaria 
puede ser dividida en tres segmentos: la región N-terminal (residuos 1-60), rica 
en residuos básicos que median la unión a membranas, la región NAC (del 
inglés Componente No Amiloide-beta, residuos 61-95), rica en residuos 
hidrofóbicos directamente relacionada con el potencial amiloidogénico de la 
proteína y la región C-terminal (residuos 96-140), rica en residuos de Asp, Glu y 
Pro, cuya función no está del todo claro, pero podría estar involucrada en 
interacciones proteína-proteína así como en la inhibición intrínseca de la 
agregación amiloide.31,32 El análisis de la secuencia de la región N-terminal 
indica la existencia de seis o siete repeticiones de la secuencia consenso 
KTKEGV según la sinucleína, que permiten la interacción con membranas a 
través de la formación de una hélice anfipática.33–35 Por otro lado, existen 
variaciones de secuencia que podrían ser las responsables de las diferentes 
funciones nativas de las sinucleínas, incluyendo la ausencia en BS de una 




secuencia altamente hidrofóbica de 11 aminoácidos correspondientes a los 
residuos 73-83 de la región NAC de AS y GS,36 y la presencia de una región C-
terminal más corta y menos negativa en GS. Finalmente, la capacidad 
amiloidogénica de BS es notablemente inferior a la de AS, e incluso se ha 
demostrado que la presencia de BS y GS inhibe la agregación amiloide de AS in 
vitro, pudiendo actuar como reguladores naturales de la agregación amiloide in 
vivo.36,37 
 
1.2.3 Rol fisiopatológico de AS 
Aunque la función exacta de AS es desconocida, se cree que juega un rol 
importante en el mantenimiento del flujo de vesículas sinápticas en terminales 
pre-sinápticas maduras. La proteína AS no es esencial para el desarrollo 
neuronal ni para la formación de sinapsis ya que la expresión de AS se detecta 
luego del desarrollo sináptico.38 Además, ratones knockout de AS desarrollan 
una arquitectura cerebral y conexiones sinápticas normales, sólo observándose 
leves anormalidades en la liberación de neurotransmisores dependientes de 
actividad.39,40  
La localización específica de AS en las terminales pre-sinápticas responde 
a la alta preferencia de AS por membranas cargadas negativamente y con gran 
curvatura,41,42 donde abundan las vesículas sinápticas, descritas como una de  
las membranas biológicas más pequeñas. La proteína AS adopta una 
conformación de hélice extendida cuando se une a la superficie de vesículas 
lipídicas de 100nm de diámetro (Figura 1.3).43 A diferencia de otras proteínas 
sinápticas, AS se disocia de las vesículas sinápticas una vez que estas se funden 
con la membrana plasmática.44 AS se dispersa de los botones pre-sinápticos con 
estimulación, es decir que la actividad neuronal controla la función normal de 
AS en las terminales nerviosas.44 Consistentemente, la sobreexpresión 
moderada de AS a niveles que no producen depósitos amiloides ni toxicidad 
causa la inhibición de la exocitosis de vesículas sinápticas.45 




Complementariamente, la proteína AS puede regular funciones sinápticas 
a través de la interacción con varias proteínas sinápticas involucradas en el 
tráfico de membranas, exocitosis y liberación de vesículas sinápticas en células 
neuronales.46,47 La proteína AS coopera con las proteínas CSP-α y SNAREs para  
prevenir la neurodegeneración,48 y actúa como un chaperón molecular en el 
normal ensamblado del complejo SNARE en las terminales pre-sinápticas 
Figura 1.3. Rol fisiopatológico de AS. Esquema representativo y descripción 
sintética de los roles fisiológicos y patológicos de AS. 




durante el envejecimiento.49,50 Además, puede modular la expresión, 
distribución subcelular y actividad de varias proteínas sinápticas y 
componentes citoesqueléticos.51–54 
La pérdida del efecto modulador pre-sináptico de AS podría derivar en su 
agregación amiloide patológica, disfunción sináptica, y por ende, contribuir a la 
muerte neuronal (Figura 1.3). La alteración de los niveles normales de AS, en un 
estado patológico, además de generar la pérdida de función, podría promover 
la ganancia de función tóxica. En este sentido, se ha observado que ratones 
knockout de AS presentan resistencia a las neurotoxinas inductoras de 
parkinsonismo, MPTP y 6-OHDA, sugiriendo que AS estaría involucrada en la 
degeneración activa de las neuronas dopaminérgicas.55,56 Además, se ha 
encontrado que la interacción entre dopamina, calcio y AS puede causar muerte 
selectiva de las neuronas de la substantia nigra.57 
Aunque es necesaria una profundización de la investigación en este 
sentido, algunos mecanismos moleculares se han empezado a desglosar. La 
sobre-expresión de AS altera la conductancia de membranas y promueve la 
formación de poros, fenómenos que pueden estar implicados en cambios pre- y 
post-sinápticos en las diferentes sinucleinopatias.58 Conjuntamente, se observó 
que el nivel de sobreexpresión de AS se correlaciona con el nivel de 
fragmentación mitocondrial,59 uniéndose a la membrana interna de las 
mitocondrias, las cuales poseen zonas de elevada curvatura y excepcionalmente 
ricas en fosfolípidos acídicos, propiedades que permiten una fuerte asociación 
de AS.  
Además de la sobre-expresión de AS, la desregulación de su degradación 
puede provocar la acumulación de AS y promover la neurodegeneración.60 
Inicialmente, fue pensado que AS se degradaba principalmente a través del 
proteosoma sin necesidad de ubiquitinación debido a su característica 
intrínsecamente desordenada,61,62 sin embargo fue encontrado que la 
degradación de AS por proteosoma es promovido por su monoubiquitinación, 




y que la misma es completamente reversible.63,64 Además, existen numerosas 
evidencias que sugieren que la proteína AS puede degradarse por lisosoma, y 
que la macroautofagia permite la degradación tanto de oligómeros como 
monómeros de AS.65,66 
Muchos han sido los factores testeados por su capacidad para influenciar 
la acumulación y agregación de AS, ya sea a través de la modificación directa o 
indirecta de la proteína. Así, las modificaciones post-traduccionales como 
fosforilación de residuos de Ser y Tyr, la acetilación del extremo amino-terminal 
del residuo de Met1, la ubiquitinación y sumoilación de residuos de  Lys y la O-
GalNAcetilación de residuos de Ser y Thr han demostrado que pueden influir 
sobre las propiedades tanto fisiológicas como amiloidogénicas de AS.67 Además, 
la proteína AS puede sufrir la nitración de sus residuos de Tyr y la oxidación de 
sus residuos de His y Met en respuesta al estrés oxidativo proveniente del 
envejecimiento normal.68,69 Por último, factores medioambientales pueden 
predisponer la agregación de AS, a la vez que ciertos metales promueven el 
depósito de AS in vitro y en cultivos celulares.69,70 
 
1.3 Estrés oxidativo y daño oxidativo 
 
1.3.1 Estrés oxidativo 
El estrés oxidativo es una condición donde se pierde el balance 
homeostático entre los niveles de producción de especies reactivas de oxígeno 
(ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) y la capacidad de los sistemas 
antioxidantes de eliminarlos, resultando en una acumulación excesiva de ROS 
(Figura 1.4).71–73 Las ROS son radicales basados en oxígeno producidos en la 
mayoría de las células eucariotas como subproductos de la actividad enzimática 
involucrada en la cadena de transporte de electores mitocondrial y de la 
actividad de citocromos, lipooxigenasas, ciclooxigenasas, NAD(P)H oxidasas y 
peroxidasas, entre otros.74,75 También pueden ser generados a través de la 




interacción directa de metales redox con especies de oxígeno, vía reacciones de 
Fenton y Haber-Weiss. Niveles elevados de ROS eventualmente provocan daño 
a nivel de la membrana celular a través de la peroxidación de lípidos, daño 
estructural sobre ácidos nucleicos y cambios en la estructura y función de 
proteínas por oxidación, creando una cascada de disfunción celular que deriva 
en muerte celular.71,76 La acumulación de ROS ha sido descrita como un 
subproducto potencialmente dañino del envejecimiento, isquemia, inflamación 
y toxicidad relacionada con neuropatlogías.77–79 
La producción extensiva de ROS en el cerebro puede proveer una 
explicación de la magnitud del rol que estas especies juegan en el 
envejecimiento y las neuropatologías. El cerebro es uno de los órganos 
metabólicamente más activos del cuerpo y es vulnerable al estrés oxidativo 
particularmente por las siguientes razones. El cerebro tiene una alta demanda 
de oxígeno, consumiendo el 20% del suministro de oxígeno de todo el cuerpo y 
del cual una significativa parte es convertido en ROS.80 Los metales redox 
activos como hierro y cobre están presentes en abundancia y están activamente 
involucrados en la catálisis de ROS. Los niveles elevados de ácidos grasos 
poliinsaturados encontrados en las membranas de las células cerebrales son 
sustratos de peroxidación lipídica, generando subproductos tóxicos.81,82 
Finalmente, hay relativamente bajos niveles de glutatión, el cual juega un rol 
antioxidante endógeno en la eliminación de ROS.83 
 
1.3.2 Daño oxidativo y enfermedad de Parkinson 
En lo que respecta a la EP, la edad es el principal factor de riesgo, con un 
aumento exponencial de la ocurrencia de la enfermedad por encima de la edad 
de 65 años.84–86 Los mecanismos responsables de la neurodegeneración en la EP 
son complejos y todavía no han sido claramente dilucidados. Las evidencias 
acumuladas indican que el daño oxidativo y la disfunción mitocondrial 
contribuyen a la cascada de eventos que conducen a la degeneración de las 




neuronas dopaminérgicas (Figura 1.4).87–90 Esto es sustentado por varios análisis 
de cerebros post mortem de pacientes con EP que muestran elevados niveles de 
subproductos de peroxidación de lípidos,91,92 carbonilación y oxidación de 
proteínas solubles,93 y productos de oxidación de ADN y ARN.94,95 Igualmente, 
se encontraron cambios en las moléculas antioxidantes, descritas en etapas 
tempranas de la EP, en particular la disminución de los niveles de glutatión en 
la substantia nigra de pacientes con EP.96  
Además de las décadas necesarias para que el plegamiento anormal de 
proteínas alcance un nivel umbral para generar daño neuronal, la disfunción 
mitocondrial asociada con el envejecimiento y el consecuente aumento en la 
producción de ROS parecen ser aspectos importantes en los desórdenes 
neurodegenerativos.86,97–99 La disfunción de la respiración mitocondrial aumenta 
con la edad, y está asociada tanto a cambios morfológicos mitocondriales,100 
como a una acumulación de mitocondrias defectuosas resultado del descenso 
Figura 1.4. Rol del estrés oxidativo en el desarrollo de la enfermedad de 
Parkinson. Esquema representativo que correlaciona las fuentes del estrés 
oxidativo con la neurotoxicidad inducida por AS responsable de la 
enfermedad de Parkinson. 




relacionado con la edad de la autofagia (Figura 1.4).101,102 En cerebros 
envejecidos y de pacientes con EP, se han detectado niveles elevados de 
deleciones y mutaciones del genoma mitocondrial de neuronas de la substantia 
nigra.103–105 Esto provoca la expresión de formas mutantes de subunidades de la 
cadena de transporte de electrones y ARN de transferencia mitocondriales 
esenciales para la traducción,106 exacerbando colectivamente la producción de 
ROS. Este escenario crearía un círculo vicioso que produciría mayor daño a los 
elementos mitocondriales y por ende mayor producción de ROS.103,107  
Por otro lado, la neurodegeneración selectiva de las neuronas 
dopaminérgicas sugiere que el metabolismo de la dopamina en sí mismo puede 
ser fuente de estrés oxidativo (Figura 1.4).88,108 Se ha observado que las 
terminales de neuronas dopaminérgicas activas degeneran proporcionalmente a 
los niveles de oxidación de dopamina que sigue a una inyección de 
dopamina,109 y se ha demostrado que el aumento en el transporte de dopamina 
en ratones resulta en daño oxidativo, perdida neuronal y déficits motores.110 La 
dopamina es sintetizada a partir de tirosina por la tirosina hidroxilasa y la 
aminoácido aromático decarboxilasa, y a continuación se almacena en vesículas 
sinápticas. Sin embargo, cuando hay un exceso de dopamina citosólica fuera de 
las vesículas sinápticas, la dopamina es fácilmente metabolizada a través de la 
monoaminaoxidasa o por autooxidación a quinona de dopamina.111 Las 
quinonas de dopamina pueden causar la inactivación del transportador de 
dopamina y de la tirosina hidroxilasa afectando así el metabolismo de 
dopamina112,113 y la modificación de varias proteínas relacionadas con la EP, 
como AS, DJ-1 y PINK, alterando sus propiedades fisiopatológicas.113–115  
 
1.3.3 Daño oxidativo y alfa-sinucleína 
Experimentos sobre cultivos celulares mostraron que la proteína AS 
modificada por dopamina no sólo es pobremente degradada por la vía de 
autofagia mediada por chaperonas, sino que además bloquea este sistema de 




degradación para otros sustratos que utilizan esta vía, causando considerable 
estrés celular.116 Además, la conjugación de dopamina con AS inhibe la 
transición de protofibras a fibras maduras, generando una acumulación 
potencial de protofibras solubles citotóxicas en las neuronas dopaminérgicas, 
mientras que la adición de agentes antioxidantes tiene la habilidad de revertir la 
formación de estos aductos, sugiriendo que la oxidación de dopamina puede 
contribuir a la acumulación de protofibras de AS.117,118  
En esta dirección, experimentos in vivo e in vitro soportan la noción de que 
el aumento de estrés oxidativo del cerebro puede contribuir a la agregación de 
AS (Figura 1.4).119 El estrés oxidativo puede causar modificaciones en la 
membrana nuclear y causar la translocación de AS al núcleo, donde puede 
formar complejos con histonas provocando la oligomerización en fibras 
amiloides.120–122 El estrés oxidativo promueve la incorporación, acumulación y 
oligomerización de AS extracelular en oligodentrocitos123 e induce 
modificaciones oxidativas sobre AS que incrementan la toxicidad sobre 
neuronas dopaminergicas.124 Además, la incubación de AS recombinante en 
presencia de citocromo c y H2O2,125 o la exposición de células en cultivo a H2O2 y 
Fe(II), MPP+, superóxido y óxido nítrico promueven la oxidación y agregación 
de AS.119,126,127  
Finalmente, podría generarse un círculo vicioso de neurotoxicidad 
creciente, ya que la formación de agregados de AS está asociada con el aumento 
de estrés oxidativo (Figura 1.4).119,128,129 Se ha demostrado que las inclusiones de 
AS aumentan el estrés oxidativo mitocondrial dendrítico en neuronas 
dopaminergicas130 y que la acumulación de AS en neuronas dopaminérgicas 
reduce la actividad del Complejo I mitocondrial y aumentan la producción de 
ROS derivando en la muerte celular.131 El mecanismo dual patogénico, donde la 
actividad fisiológica de AS es alterada por el estrés oxidativo mientras que la 
modificación oxidativa de AS presenta propiedades neurotóxicas, crea un 




estado de muerte celular progresiva como el que es observado en la EP, aunque 
las bases moleculares aún se desconocen. 
 
1.4 Metalobiología y química de la enfermedad de Parkinson  
 
1.4.1 El vínculo entre el cobre y la enfermedad de Parkinson 
Las alteraciones en el almacenamiento, transporte y manipulación celular 
de ciertos metales de transición han llamado la atención en la EP, 
particularmente debido a que estudios sobre cerebros post mortem de pacientes 
con EP han revelado alteraciones en los niveles de hierro y cobre.132,133 Estos 
descubrimientos son especialmente importantes debido a que ambos metales 
están involucrados en la generación y propagación de ROS debido a sus 
propiedades redox. La acumulación de hierro podría estar vinculada con la 
disminución de la actividad ferroxidasa, llevada a cabo principalmente por la 
cuproproteína ceruloplasmina,134 cuya actividad enzimática se ha visto 
sistemáticamente disminuida en pacientes con la EP.135,136 Por otro lado, se ha 
reportado que las concentraciones de cobre en el líquido cefalorraquídeo son 
mayores en pacientes con EP,135,137 implicando que el cobre no estaría siendo 
correctamente manipulado por las cuproproteínas neuronales y/o no estaría 
siendo correctamente transportado.  
En condiciones fisiológicas, la mayoría del cobre plasmático está unido a 
ceruloplasmina, con una porción minoritaria transportada por albumina, 
transcupretina y otros aminoácidos. Sin embargo, la incorporación celular de 
cobre plasmático a través de ceruloplasmina y albumina es insignificante 
comparado con la incorporación en capilares cerebrales de cobre libre a través 
de la proteína transmembrana Ctr1.138,139 Estudios sobre cerebros post mortem de 
pacientes con EP han reportado que existe una disminución marcada de Ctr1 
neuronal, y que los niveles de la misma se correlacionan con la concentración de 
cobre en la substantia nigra.140 Por lo tanto, se sugiere que la desregulación 




patológica de cobre en ciertas áreas del cerebro es un evento de suma 
importancia, ya que además de contribuir a la generación de ROS mediante el 
aumento de cobre libre no transportado, alteraría los niveles de los sistemas 
antioxidantes dependientes de cobre. 
El cobre es requerido en numerosas reacciones del metabolismo celular,141 
particularmente en el cerebro debido a que este órgano posee un elevado ritmo 
respiratorio y es proclive a sufrir estrés oxidativo. En este sentido, el cobre no 
solo participa de la neutralización de ROS como cofactor de Cu/Zn-SOD sino 
que además contribuye al transporte de electrones dentro de la cadena 
respiratoria mitocondrial, participa en la síntesis de neurotransmisores 
(dopamina betahidroxilasa), en el metabolismo de neurotransmisores 
(diaminaoxidasa y monoaminaoxidasa), y en el almacenamiento y 
manipulación de otros metales (metalotionina, ceruloplasmina y hefastina), 
entre otros.141  
Finalmente, el cobre tiene un rol como tal dentro de la vía de señalización 
sináptica. La presencia de cantidades sustanciales de cobre en las terminales 
nerviosas ha sido demostrada por fraccionamiento subcelular, revelando que el 
23% del contenido total de cobre está contenido en sinaptosomas.142 La 
concentración de cobre en sinaptosomas fue estimada en 15μM, mientras que 
en vesículas sinápticas podría alcanzar concentraciones del orden de los 
300μM.143,144 Esto sugiere que un transporte activo estaría involucrado en la 
incorporación y almacenamiento de cobre a dichas vesículas con el fin de 
liberarlo frente a estimulación, llegando a niveles del orden de los  250μM en el 
espacio sináptico durante la actividad neuronal.144,145 Sumado al hecho que el 
cobre está enriquecido en la substantia nigra,146,147 la co-localización de cobre y 
AS en las terminales pre-sinápticas y la afinidad de AS por vesículas sinápticas 
constituye un escenario donde la interacción entre ambos se torna factible y 
relevante para la fisiopatología de la EP. 




1.4.2 Cobre, alfa-sinucleína y daño oxidativo 
Se ha sugerido que la interacción entre AS y cobre podría tener un rol en el 
desarrollo de la EP ya que se ha observado que el ion Cu(II) acelera 
dramáticamente agregación amiloide de la proteína.70,148–151 Experimentos 
utilizando concentraciones micromolares de iones metálicos di- y trivalentes, 
mostraron que sólo Cu(II) tiene la capacidad de acelerar la formación de fibras 
amiloides bajo estas condiciones.152,153 La presencia de Cu(II) induce la 
formación de agregados anulares y protofibrilares de corta duración, que 
favorecen el ensamblado de las fibras amiloides.154 
Por otro lado, la interacción entre AS y cobre puede influenciar ciertos 
procesos interconectados, como modular la reactividad redox intrínseca del 
cobre promoviendo la producción de ROS, promover la oxidación de sustratos 
externos presentes en la neurona e inducir modificaciones post-traduccionales 
oxidativas sobre AS. La oxidación catalizada por cobre involucra la reducción 
de Cu(II) a Cu(I) por un dador de electrones adecuado y la conversión de O2 en 
ROS. Para los complejos AS-Cu(II), primero deben ser reducidos por un dador 
de electrones como el ácido ascórbico (AA), NADH, glutatión o la propia 
proteína. Altos niveles de AA fueron encontrados en el interior de las 
neuronas155 y es por esto que la mayoría de los estudios utilizan AA como el 
dador de electrones de relevancia fisiológica. Evidencia experimental muestra 
que el complejo entre AS y cobre induce cambios en las propiedades redox del 
cobre y ha sido relacionado con una producción incrementada de H2O2 y de 
quinona de dopamina a partir de la oxidación de AA.156 Fue encontrado que el 
AA puede reducir directamente AS-Cu(II) a AS-Cu(I), cuyo ciclo de reducción y 
oxidación produce radicales hidroxilos157 y que la oxidación del complejo AS-
Cu(I) por O2 exhibe un comportamiento citotóxico.156  
Un amplio rango de modificaciones estructurales se han reportado para 
péptidos coordinando Cu(II) en presencia de H2O2 o de AA bajo condiciones 
aeróbicas, tales como oxidación de cadenas laterales, entrecruzamiento 




proteína-proteína, oxidación del esqueleto proteico y fragmentación proteica.158–
160 Estudios de las propiedades redox del complejo formado entre AS y cobre 
muestran que la oxidación de Cu(I) está asociada con la generación de ROS y la 
formación de puentes di-tirosina.161 Además, estudios de espectroscopia de 
masas indican que el ciclo redox Cu(I)/Cu(II), en presencia de AA y O2 cataliza 
eficientemente la oxidación de los residuos de Met1 y Met5 del péptido 
1MDVFMK6 de AS.160 La oxidación de los residuos de Met se ha observado al 
incubar AS-Cu(II) tanto con dopamina, con H2O2 o con AA,158,159,162,163 mientras 
que la oxidación del residuo de His50 se ha observado al incubar AS-Cu(II) con 
H2O2.159 Finalmente, se observó que la incubación de AS con Cu(II) y H2O2 
promueve la formación de fibras amiloides,164 mientras que la incubación con 
H2O2 solo genera oligómeros no fibrilares. Estos resultados resaltan la 
importancia del rol catalítico de la química de cobre en el ensamblado amiloide 
de AS,165,166 y han hecho necesaria la caracterización detallada de los sitios de 
coordinación de cobre por parte de AS para develar los mecanismos 
moleculares detrás de dichos eventos. 
La unión de Cu(II) por AS fue estudiada intensamente en la última 
década, utilizando una variedad de técnicas que permitieron describir con 
detalle las características de la coordinación de Cu(II) a la proteína (Figura 
1.5).151,167 Se han caracterizado tres sitios diferentes de coordinación 
independientes y no interactivos, que involucran a los residuos 1MD2 (sitio 1), 
49VH50 (sitio 2) y 119DPDNE123 (sitio 3).149,151–153,168 El uso de mutantes proteicas 
demostraron conclusivamente que la aceleración de la agregación de AS 
inducida por Cu(II), presenta como paso crítico la unión de Cu(II) al sitio 1 de 
AS.168 A través del uso de calorimetría de titulación isotérmica se estimaron 
afinidades de 0.1μM para el sitio 1, 35μM para el sitio 2 y ~1mM para el sitio 
3.151,168 El sitio de mayor afinidad muestra el comportamiento de un set de 
ligandos del tipo 2N2O, compuestos por el N del grupo amino-terminal de 
Met1, el N amida desprotonado y el O de la cadena lateral de Asp2 y el O de 




una molécula de agua. Los parámetros estructurales son característicos de una 
coordinación de Cu(II) en un arreglo tetragonal distorsionado, corroborado por 
la construcción de un modelo por dinámica molecular QM/MM.168 Estudios 
espectroscópicos indican que el set de ligandos del segundo sitio de 
coordinación podría ser 1N3O, 2N2O o 3N1O.149,169,170 Además del N del grupo 
imidazol de His50, los otros N podrían provenir de los grupos amida 
desprotonados de Val49 e His50. Respecto a los ligandos O, no hay evidencia 
experimental pero se sugiere la presencia de una molécula de agua y/o de un 
carbonilo del esqueleto proteico. El tercer sitio muestra un comportamiento 4O, 
siendo los candidatos más probables los O de los grupos carboxilo de los 
residuos Asp119, Asp121, Asn122 y Glu123.152,168,169 Recientemente, se ha 
reportado la existencia de la modificación post-traduccional de acetilación del 
extremo amino-terminal, que entre otras cosas provocaría el bloqueo de la 
unión de Cu(II) en el sitio 1 de alta afinidad en AS.171,172 
 
Figura 1.5. Interacción entre AS y cobre. Se muestra gráficamente las 
características de los sitios de unión de Cu(II) y Cu(I) de AS. 
 




Comparado con la abundante información de Cu(II), la unión de Cu(I) a la 
proteína AS ha sido recientemente explorada. El interés de caracterizar la unión 
de Cu(I) a la proteína AS supera el de describir su rol como simple catalizador 
de la oxidación de la proteína, ya que el ion Cu(I) adquiere importancia por sí 
mismo debido a que es el estado de oxidación mayoritario en el interior celular 
altamente reductor, donde ocurre fundamentalmente la agregación amiloide de 
la proteína AS y donde la interacción AS-Cu(I) podría tener consecuencias 
amiloidogénicas y/o patológicas particulares. La primer evidencia de unión de 
Cu(I) a AS identifica al extremo de la región N-terminal como el sitio de unión 
principal,160 determinándose que los grupos tioeter de los residuos de Met1 y 
Met5 serían los ligandos principales de dicho ion metálico, con una afinidad en 
el rango micromolar bajo (Figura 1.5). Además, los estudios sugieren una 
interacción más débil con el residuo de His50 en la región N-terminal y con los 
residuos de Met116 y Met127 en la región C-terminal.160 Este escenario de 
vacancia, cuyo conocimiento resulta crítico para avanzar en la química 
bioinorgánica de la EP, fue la circunstancia principal que motivó el desarrollo 
del presente trabajo de tesis, que como se verá tiene su epicentro temático en la 
dilucidación de las bases estructurales de la interacción entre el ion Cu(I) y la 
proteína AS. 
 
1.5 Objetivos de la tesis 
 
Las evidencias descritas en este capítulo sustentan la hipótesis que postula 
una correlación directa entre los eventos de oxidación de la proteína AS  y su 
interacción con cobre con los procesos patológicos de agregación amiloide, 
estrés oxidativo y pérdida de células neuronales en la EP. Por ende, en este 
trabajo de tesis nos enfocamos en avanzar en algunos de estos aspectos aún 
desconocidos, y que entendemos son de fundamental importancia para avanzar 
en el desarrollo de la química bioinorgánica de la EP, un área que aun hoy es de 




vacancia si se la compara con el grado de desarrollo alcanzado en otras 
patologías neurodegenerativas como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer. 
El objetivo general de este trabajo de tesis fue abordar el estudio de la 
caracterización estructural de la interacción entre la proteína AS e ion Cu(I), 
para lo cual se establecieron los siguientes objetivos específicos, cuyos 
resultados serán presentados y discutidos detalladamente a lo largo de este 
trabajo de  tesis:   
1. Identificar los sitios de unión y grupos primarios de anclaje de Cu(I) en 
la región N-terminal y C-terminal de la proteína AS. 
2. Determinar la estequiometria y afinidad de cada sitio de unión a Cu(I) 
de la proteína AS.  
3. Determinar los productos de la oxidación catalizada por cobre en AS, el 
mecanismo de reacción y las consecuencias sobre el potencial 
amiloidogénico de la proteína. 
4. Analizar el impacto de la interacción AS-Cu(I) sobre el potencial 
amiloidogénico de la proteína. 
5. Evaluar la ocurrencia de cambios en la conformación y en la dinámica 
de la proteína AS como consecuencia de su interacción con el ion Cu(I). 
6. Caracterizar la interacción de Cu(I) con la proteína BS, homologa de AS 
y que cumpliría un rol como regulador negativo de su amiloidogénesis. 
 




Capítulo 2 - Materiales y Métodos 
 
2.1. Reactivos generales, proteínas, cepas y medios de cultivo. 
 
2.1.1 Soluciones amortiguadoras. 
Las soluciones amortiguadoras utilizadas durante el presente trabajo de 
tesis fueron ácido 4-Morfolinoetanosulfónico deuterado (MESd) 20mM, NaCl 
100mM, pH 6.5 (solución amortiguadora A), ácido 4-Morfolinoetanosulfónico 
(MES) 20mM, NaCl 100mM, pH 6.5 (solución amortiguadora B), y  ácido 3-(N-
morfolino)propanosulfónico (MOPS) 20mM, NaCl 100mM, pH 7.4 (solución 
amortiguadora C). Para las distintas etapas de la purificación proteica se utilizó 
también la solución amortiguadora de lisis conteniendo 
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 25mM, pH 7.7. De igual modo, las 
soluciones amortiguadoras TRIS 0.5M, pH 6.8 y TRIS 1.5M, pH 8.8 se utilizaron 
para la preparación de geles de poliacrilamida. Las drogas sólidas fueron 
adquiridas de Sigma-Aldrich. 
 
2.1.2 Reactivos para los estudios por RMN 
Los reactivos (15NH4)2SO4, Glucosa (13C), y MESd fueron obtenidos de 
Cambridge Isotope Laboratories. D2O 100% y el compuesto n-octilpenta-(etilen 
glicol) (C8E5) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. 
La sal CuSO4 de mayor pureza disponible y el ácido ascórbico (AA), 
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Todas las soluciones de Cu(I) utilizadas en 
este trabajo se prepararon  a partir de una solución madre de CuSO4 100mM y 
de una solución madre de AA ~1M en solución amortiguadora B, que demostró 
ser estable en almacenamiento a -80°C. 
 
2.1.3 Proteínas y péptidos 
Las proteínas utilizadas en esta tesis se detallan a continuación: 
- Alfa-sinucleína (AS) 




- AS oxidada en Met1 (Met1OX AS) 
- AS con la mutación puntual H50A (H50A AS) 
- AS con la mutación puntual M116A (M116A AS) 
- AS con la mutación puntual M127A (M127A AS) 
- AS con las mutaciones puntuales M5I y H50A (M5I/H50A AS) 
- AS con la supresión del segmento Δ109-140 (1-108 AS) 
- AS con la mutación puntual M5I y la supresión del segmento Δ109-140 
(M5I 1-108 AS) 
- AS con la mutación puntual H50A y la supresión del segmento Δ109-140 
(H50A 1-108 AS) 
- AS con las mutaciones puntuales M5I y H50A y la supresión del 
segmento Δ109-140 (M5I/H50A 1-108 AS) 
- AS con la acetilación del grupo amino-terminal (acAS) 
- Beta-sinucleína con la acetilación del grupo amino-terminal (acBS) 
 
Los péptidos sintéticos utilizados en esta tesis se detallan a continuación: 
- El péptido de secuencia 1MDVFMK6 (P1AS) 
- P1AS con la mutación puntual M1I (M1I P1AS) 
- P1AS con la mutación puntual M5I (M5I P1AS) 
- P1AS con las mutaciones puntuales M1I y M5I (M1I/M5I P1AS) 
- P1AS con la acetilación del grupo amino-terminal (acP1AS) 
- El péptido de secuencia 45KEGVVHGVATV55 con la acetilación del grupo 
amino-terminal (45-55 AS) 
- El péptido de secuencia 1MDVFMKGLSMAKEGV15 con la acetilación del 
grupo amino-terminal (1-15 acBS) 
Todos los péptidos fueron amidados en su extremo C-terminal. 
 




2.1.4 Cepas y plásmidos 
Para la sobreexpresión de las distintas variantes proteicas se utilizó la 
siguiente cepa: 
Escherichia coli BL21 (DE3): F-, ompT, dcm, gal. La cepa contiene el pro-
fago λ (DE3), que incluye: (a) el gen que codifica para la ARN polimerasa del 
fago T7 y que se encuentra bajo el control del promotor lacUV5, inducible por 
lactosa o por Isopropil-Tio-β-D-Galactopiranósido (IPTG), y (b) el gen lacIq, que 
codifica para el represor de la trascripción, LacI. 
Los plásmidos utilizados fueron los siguientes: 
pT7-7 AS: plásmido construido en nuestro laboratorio a partir del vector 
pT7-7. Este vector de expresión, de alto número de copias en E. coli, contiene al 
gen que codifica para la proteína AS, bajo el control del promotor fuerte del 
fago T7. Además, posee el gen ampr como marcador de selección de 
transformantes en E. coli. 
pT7-7 1-108 AS: plásmido construido en nuestro laboratorio a partir del 
vector pT7-7. Este vector de expresión, de alto número de copias en E. coli, 
contiene al gen que codifica para la proteína AS con la supresión del segmento 
Δ109-140, bajo el control del promotor fuerte del fago T7. Además, posee el gen 
ampr como marcador de selección de transformantes en E. coli. 
Sobre los plásmidos pT7-7 AS o pT7-7 1-108 AS se realizaron las 
mutaciones dirigidas para obtener nuevos plásmidos derivados, que contienen 
las secuencias para expresar las proteínas mutantes. 
pT7-7 BS: plásmido construido en nuestro laboratorio a partir del vector 
pT7-7. Este vector de expresión, de alto número de copias en E. coli, contiene al 
gen que codifica para la proteína BS bajo el control del promotor fuerte del fago 
T7. Además, posee el gen ampr como marcador de selección de transformantes 
en E. coli. 
pNatB: plásmido pACYCduet-naa20+-naa25+, que permite la co-expresión 
de las subunidades catalíticas (Naa20) y regulatoria (Naa25) del complejo NatB 




de levadura. Además, posee el gen clfr como marcador de selección de 
transformantes en E. coli. 
 
2.1.5 Medios de cultivo 
Medio de cultivo rico Luria-Bertani (LB) (Sigma): Contiene peptona de 
caseína (1%p/v), extracto de levadura (0,5%p/v), NaCl (0,5%p/v). En su versión 
sólida este medio incluye agar-agar (1%p/v). 
Medio mínimo M9 15N: Contiene Na2HPO4 (8,5g/L), KH2PO4 (3g/L), NaCl 
(0,5g/L), (15NH4)2SO4 (1,2g/L), CaCl2 (0,1mM), MgSO4 (2mM), Glucosa (0,4%), 
H2O csp 1L. Se utilizó para obtener proteínas enriquecidas isotópicamente en 
15N. 
Medio mínimo M9 13C: Contiene Na2HPO4 (8,5g/L), KH2PO4 (3g/L), NaCl 
(0,5g/L), (NH4)2SO4 (1,2g/L), CaCl2 (0,1mM), MgSO4 (2mM), 13C-Glucosa (0,4%), 
H2O csp 1L. Se utilizó para obtener proteínas enriquecidas isotópicamente en 
13C. 
Medio mínimo M9 13C-15N: Contiene Na2HPO4 (8,5g/L), KH2PO4 (3g/L), 
NaCl (0,5g/L), (15NH4)2SO4 (1,2g/L), CaCl2 (0,1mM), MgSO4 (2mM), 13C-Glucosa 
(0,4%), H2O csp 1L. Se utilizó para obtener proteínas enriquecidas 
isotópicamente en 13C/15N. 
 
2.2. Técnicas de biología molecular. 
 
2.2.1. Transformación de E. coli BL21 (DE3). 
La transformación de células de E. coli se efectuó en presencia de CaCl2, 
exponiendo las células competentes a un shock térmico que permite la 
permeabilización momentánea de sus membranas celulares. En primer lugar se 
obtuvieron células en fase de crecimiento exponencial, realizando una dilución 
(1/100) de un cultivo saturado de E. coli crecido previamente en LB 
suplementado con Ampicilina (100μg/mL). Este cultivo se incubo durante 




2h/37°C/250rpm hasta alcanzar una densidad óptica a λ=600nm (DO600nm) de 
0.6-0.8. Luego, se extrajeron alícuotas de 1mL para cada evento de 
transformación y se las centrifugó durante 2h/4°C/5000rpm. Una vez descartado 
el sobrenadante, las células se resuspendieron en 500μL de CaCl2 (0,1 M), frío y 
estéril, y se centrifugaron nuevamente durante 2h/4°C/5000rpm. El pellet 
celular obtenido se resuspendió en 100μL de CaCl2 (0,1M), frío y estéril. A esta 
suspensión se le agregó una alícuota del plásmido correspondiente (50-100ng). 
Luego de 1h de incubación en hielo se aplicó un shock térmico durante 
45s/42°C, seguido de 2min de incubación en hielo. Estas células se recuperaron 
en 1mL de medio líquido LB durante 1h/37°C. Finalmente, se las sembró en 
medio sólido LB suplementado con los antibióticos correspondientes. 
 
2.2.2. Mutagénesis sitio dirigida 
Las especies de proteínas con mutaciones puntuales se obtuvieron a partir 
de las secuencias silvestres de AS y 1-108 AS, usando el sistema de mutagénesis 
sitio dirigida “Quick Change Site Directed Mutagénesis” (Stratagene). 
Brevemente, para cada mutante se diseñaron dos cebadores complementarios 
de aproximadamente 30pb conteniendo la mutación puntual en el centro de su 
secuencia. Las regiones 5´ y 3´ que flanquean la mutación son complementarias 
a la secuencia silvestre permitiendo la hibridación de los cebadores al ADN 
parental. La reacción se realizó con ambos cebadores (sentido y antisentido) en 
el mismo tubo de PCR, lo que generó la amplificación completa de ambas 
hebras de ADN del plásmido. Luego de la amplificación, el ADN parental fue 
degradado selectivamente por acción de la enzima DpnI, una exonucleasa que 
reconoce ADN metilado. El ADN amplificado mutante se transformó en cepas 
de E. coli JM109 dentro de las cuales se produjo la circularización y síntesis de 
la hebra complementaria. Las cepas que contienen el plásmido circularizado se 
aislaron mediante el marcador de resistencia presente en el vector (resistencia a 
ampicilina). A continuación, se seleccionaron tres transformantes de las cuales 




se extrajo el ADN plasmídico y se verificó la incorporación de la mutación 
puntual por secuenciación. Una vez secuenciados, los plásmidos se 
trasformaron en la cepa E. coli BL21, que nos permitió obtener niveles altos de 
expresión de las proteínas a ser estudiadas. 
Las reacciones de PCR se realizaron agregando los cebadores (10μM), 
directo y reverso, a una solución de H2O milliQ (50μL, volumen final) que 
contiene cantidades equimolares de los cuatro desoxirribonucleótidos 
trifosfatos (dNTPs, 25mM), MgSO4 (50mM), enzima Pfx Platinum® DNA 
Polimerasa (Invitrogen) (2,5U/μL) con su correspondiente solución de 
amplificación (100mM), y el plásmido de la cepa E. coli JM109 (100ng/μL), 
previamente aislado. Como control negativo se utilizó una solución que no 
contenía el plásmido molde. Las reacciones de PCR se realizaron en un 
termociclador (BioRad MyCycler PCR system). Este equipo permitió realizar las 
variaciones de temperatura necesarias. La enzima DpnI (10μM) (New England 
Biolabs) se agregó al final del ciclado a fin de digerir la hebra parental no 
amplificada. 
 
2.3. Purificación de péptidos y proteínas 
 
2.3.1. Purificación de AS, sus variantes y BS. 
Se utilizó el mismo protocolo de purificación para AS, BS y sus 
correspondientes mutantes. Luego de ser transformada con el plásmido de 
interés, la cepa de E. coli BL21 fue inoculada en 10mL de medio líquido LB 
suplementado con 100μg/mL de ampicilina (Parafarm). El cultivo se dejó crecer 
hasta saturación durante toda la noche (37°C/250rpm). Este cultivo saturado se 
utilizó para inocular un cultivo de 500mL de LB suplementado con ampicilina 
(100μg/mL). Se incubó bajo las mismas condiciones hasta obtener valores de 
DO600nm en el rango 0.6-0.8. La expresión de proteínas se indujo con IPTG 1mM. 
Luego de 4h de incubación, el cultivo fue cosechado mediante centrifugación 




(15min/5000rpm/4°C). Se descartó el sobrenadante, el pellet de células se 
resuspendió en 20ml de solución amortiguadora de lisis, se agregó PMSF 1 mM  
y se almacenó a -20°C. Seguidamente, se descongeló y se realizó la lisis celular 
mediante sonicado (Branson Sonifier), el cual consistió en aplicar 6 pulsos de 
30seg a 40watts, con intervalos de 1min entre pulsos. El extracto celular 
obtenido se hirvió (20min/95°C) con el objetivo de completar la lisis celular e 
inducir la precipitación de proteínas termosensibles. Luego, se centrifugó la 
solución resultante (40min/4°C/11000rpm) y se recuperó el sobrenadante, donde 
permanecían las proteínas termoresistentes como AS. Al sobrenadante se le 
agregó sulfato de estreptomicina 10mg/ml, con el objetivo de precipitar el ADN 
genómico, se incubó con agitación orbital constante (15min/4°C) y se centrifugó 
(40min/4°C/11000rpm). Se recuperó el sobrenadante, al cual se le incorporó 
sulfato de amonio 360mg/mL, con el objetivo de producir la precipitación de las 
proteínas presentes, entre las que se encuentran las proteínas de interés. Al 
igual que en el paso anterior, la solución fue incubada con agitación orbital 
constante (15min/4°C). Finalmente, se efectuó una etapa de centrifugación 
(40min/4°C/11000rpm), luego de la cual se preservó el precipitado. El 
precipitado proteico se resuspendió en 5ml H2O y fue sometido a un proceso de 
diálisis contra 200 volúmenes de TRIS 25mM pH7.7, a fin de disminuir la 
concentración salina que pudiera interferir con el proceso cromatográfico a 
realizar posteriormente. Todos los pasos de diálisis se realizaron utilizando 
membranas de diálisis de corte 3kDa.  
Con el fin de purificar la proteína de interés, la solución fue sometida a 
una etapa de cromatografía de intercambio aniónico, utilizando una columna 
MonoQ, en un equipo FPLC (AktaPurifier). AS y sus variantes, debido a su 
carga neta negativa, fueron retenidas por la columna MonoQ, y fueron 
recuperada mediante la aplicación de un gradiente salino lineal (0-1.5M NaCl), 
produciéndose la elusión de la proteína de interés a una concentración de 
300mM NaCl. A continuación, se procedió a la concentración de la muestra, la 




cual se llevó a cabo mediante centrifugaciones sucesivas (15min/4°C/5000rpm), 
utilizando concentradores del tipo Amicon Centripep/Centricon 10000MWCO 
(Milipore). Al lograr un volumen menor de 1mL, la muestra fue sometida a una 
cromatografía de exclusión molecular utilizando una columna Hiload 16/600, 
Superdex 75pg empleando un equipo FPLC (AktaPrime). Finalmente, se 
procedió a una última concentración, mediante centrifugaciones sucesivas 
(15min/4°C/5000rpm) utilizando concentradores del tipo Amicon 
Centripep/Centricon 10000MWCO hasta lograr una concentración de 200-
300μM de AS. La concentración se estableció mediante espectroscopia UV 
(JASCO V-550), utilizando el coeficiente de extinción molar ε274nm de 5600cm-1M-
1. Finalmente la solución fue fraccionada y almacenada a -70°C. La pureza de las 
soluciones proteicas obtenidas se determinó mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).  
Para la expresión de proteínas enriquecidas isotópicamente en 15N, 13C o 
13C/15N se utilizó el mismo protocolo, excepto por el reemplazo de 500mL de 
medio LB por 500mL de medio mínimo M9 correspondiente. 
Para la expresión de 1-108 AS y sus variantes, se procedió de igual forma 
excepto que se obvió el paso de cromatografía de intercambio aniónico, ya que 
estas proteínas no poseen carga neta negativa y por ende no son retenidas por 
la columna MonoQ. 
Para la expresión de las proteínas acetiladas, se utilizaron las cepas E.coli 
BL21 conteniendo el plásmido pNatB además del plásmido de sinucleína 
correspondiente. El medio de cultivo se suplementó con Cloranfenicol 
(35μg/mL) y Ampicilina (100μg/mL) para evitar la pérdida de alguno de los 
plásmidos durante el crecimiento y la expresión. 
 
2.3.2. Purificación de Met1OX AS 
La generación de Met1OX AS se realizó de la siguiente forma: a 800μL de 
AS 300μM en solución amortiguadora B, se agregó Cu(II) 100μM y AA 40mM. 




Se dejó oxidar en un tubo eppendorf y cada 2h se tomó una alícuota de 50μL y 
se agregó 10 equivalentes de EDTA, para monitorear el estado de oxidación 
mediante experimentos 1D 1H RMN. Una vez observada la oxidación completa 
de Met1 se detuvo la reacción de oxidación mediante el agregado de EDTA 
9mM. El EDTA acompleja el Cu(II) con alta afinidad y evita que se genere el 
ciclo de óxido-reducción catalizado por cobre. El mismo tratamiento se realizó 
sobre una muestra de AS en las mismas condiciones, excepto por el agregado 
de Cu(II), para obtener una proteína sin oxidación, pero bajo las mismas 
condiciones de estrés. Luego se realizó una diálisis conjunta para eliminar los 
metabolitos y ajustar el pH. Ambas muestras se dializaron dentro del mismo 
recipiente para que las condiciones finales fueran idénticas. A continuación, se 
realizó una ultrafiltración con filtro de 100kDa, con el objetivo de eliminar 
cualquier oligómero o protofibra que se haya generado durante la 
manipulación de las proteínas. La concentración final se cuantificó utilizando 
UV-Vis. Finalmente se realizó un SDS-PAGE que permitió monitorear que el 
estado monomérico no se ve afectado por el proceso de oxidación específico de 
Met1.  
 
2.3.3. Síntesis de péptidos modelos 
Los péptidos P1AS, M1I P1AS, M5I P1AS, M1I/M5I P1AS y acP1AS fueron 
sintetizados en fase sólida (resina de amida de Rink) usando química F-moc. A 
continuación, fueron purificados por cromatografía líquida de fase reversa 
(HPLC, Waters Delta 600) usando una columna C18 y un gradiente de 0-30% 
ACN/H2O y caracterizados por HPLC y espectrometría de masas (ESI-TOF-MS, 
Agilent). Los péptidos fueron amidados en el grupo carboxilo C-terminal, 
mientras que el grupo amino N-terminal no fue modificado, excepto en el 
péptido acP1AS donde fue acetilado. El coeficiente de extinción de los péptidos 
fue determinado usando una curva de calibración preparada en solución 
amortiguadora B, a partir del pesaje de muestras de péptido sólido. El 




coeficiente de extinción calculado fue de 11500cm-1M-1 a 214nm y fue utilizado 
para determinar la concentración en cada muestra experimental. 
Los péptidos 45-55 AS, 1-15 acAS y 1-15 acBS fueron adquiridos de 
EZBiolab. 
 
2.4 Análisis de proteínas mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida  
 
La pureza e integridad de las proteínas purificadas se verificó mediante la 
realización de geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) empleando el sistema Miniprotean III (Bio-Rad Laboratories). A tales 
fines se utilizó el sistema del tipo discontinuo, el cual consiste en un gel de 
concentración (poliacrilamida 4%, en solución amortiguadora Tris 0.126M, pH 
6.8, SDS 0.26%p/v), y un gel de separación (poliacrilamida 16% en solución 
amortiguadora Tris 0.36M, pH 8.8, SDS 0.26%p/v). Una vez gelificado, el 
sistema discontinuo se colocó en una cubeta conteniendo la solución 
amortiguadora de corrida Laemmli. Tanto a las muestras como al marcador de 
peso molecular se le adicionó una solución de siembra [glicerol (5%), SDS (2%), 
β-mercaptoetanol (0.1%), azul de bromofenol (0.1mg/mL)] y se incubó durante 
2min a 100°C; se sembraron en las distintas calles del gel y se aplicó un voltaje 
constante de 180mV. 
 A fin de revelar las proteínas resueltas en los geles, los mismos se 
incubaron en primer lugar en una solución de etanol:ácido acético:agua 
(30:10:60) durante 5 min para producir la fijación de las proteínas. 
Posteriormente, los geles fueron teñidos con una solución de Azul Brillante de 
Coomasie R250 1%p/v (etanol:ácido acético:agua, 50:10:40) durante 2min. 
Finalmente, los geles se decoloraron mediante incubación a 100°C en agua 
destilada (5-10min). 




El marcador de peso molecular utilizado estuvo compuesto por: albúmina 
sérica bovina (66kDa), ovoalbúmina (45kDa), gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (36kDa), anhidrasa carbónica (29kDa), inhibidor de tripsina 
(20kDa) y α-lactoalbúmina (14kDa). 
 
2.5 Determinación de la cinética de agregación amiloide  
 
2.5.1 Medición de la agregación amiloide mediante fluorescencia de ThioT  
El método más utilizado para detectar la formación de fibras amiloides 
implica la utilización de Tioflavina-T (ThioT). El espectro de absorción de este 
compuesto se modifica cuando el compuesto interacciona con las fibras 
amiloides, lo cual permite monitorear el incremento en la fluorescencia del 
compuesto durante un ensayo de agregación, excitando el compuesto a 440nm 
y midiendo la fluorescencia a 485nm.173,174  
El análisis de las cinéticas de agregación se realizó asumiendo un modelo 
nucleación dependiente,175 el cual se ajusta a la siguiente ecuación sigmoidea:  
α(t) = (1 – e-kapp.t)/[1 + e-kapp (t-t1/2)]   
El valor de α[t] representa la fracción de fibras amiloides formadas, 
mientras que kapp es la velocidad de elongación de fibras y t1/2 corresponde al 
punto medio de la cinética de agregación.  
Los datos de fluorescencia obtenidos se ajustaron a una curva sigmoidea, 
con ordenada al origen cero. Se utilizaron para este fin los programas SigmaPlot 
y/o GraphPad. De los ajustes se obtuvieron los parámetros t1/2 y kapp, los cuales 
corresponden a la abscisa del punto de inflexión y a la pendiente de la recta 
tangente a la curva que pasa por el punto de inflexión, respectivamente.  
Los ensayos de ThioT se realizaron mediante la extracción de alícuotas de 
4μL a distintos tiempos de incubación de AS, posteriormente diluidas en un 
volumen final de 2 ml con solución amortiguadora MES 50mM, ThioT 10μM, 
pH 6.5, sobre las cuales se realizaron las medidas de fluorescencia. 




2.5.2 Medición de la agregación amiloide mediante RMN  
En nuestro grupo se cuenta con un método adicional que consiste en 
cuantificar la cantidad de monómero soluble durante un ensayo de agregación 
mediante RMN. La estrategia se basa en que durante la agregación, AS forma 
especies heterogéneas de mayor tamaño que no son detectadas mediante RMN 
de solución. De esta forma, monitoreando la evolución de la intensidad de la 
señal de RMN durante el curso de una agregación evidenciamos la conversión 
del monómero en especies de mayor tamaño. Este método es no invasivo, no 
requiere tomar alícuotas y sobre todo permite detectar potenciales cambios 
estructurales al nivel del monómero durante el proceso de agregación. La 
cinética de agregación se obtuvo integrando la señal de la región alifática 0.8-
1.1ppm y cuantificando la disminución de dicho valor durante la agregación.  
Los estudios de agregación se realizaron por duplicado en tubos de 5mm 
de RMN conteniendo una barra magnética de 5mm. Las muestras de AS 50-
100μM se prepararon en un volumen final de 500μL en solución amortiguadora 
B, 10%D2O y se incubaron a 37°C con agitación magnética a 300rpm. Cada 4-8h 
se extrajo la barra magnética y se adquirió un espectro 1D 1H RMN a 25°C. El 
tiempo total que insume la medición fue menor a los 10min implicando un 
mínimo efecto sobre la agregación amiloide. Además, eventualmente se tomó 
una alícuota y verificó la formación de fibras amiloides a través del ensayo de 
ThioT descripto en la sección anterior. 
 
2.5.3 Medición de la agregación amiloide en microplaca  
Con el fin de eliminar el O2 del entorno del complejo acAS-Cu(I) para 
monitorear el efecto de Cu(I) sobre la agregación amiloide, se requirió 
optimizar la siguiente metodología en microplacas. Se preparó una solución 
madre de acAS 25μM, AA 2.5mM, en solución amortiguadora B, y sobre una 
microplaca de 96 pocillos (CELLSTAR), se colocó una perla de vidrio de 2mm 
de diámetro por pocillo y una alícuota de CuSO4 1mM para obtener los 




equivalentes finales deseados para cada pocillo. Cada condición se realizó por 
quintuplicado. La solución madre y la microplaca fueron introducidos en una 
bolsa anaeróbica (AtmosBag SIGMA) y fueron purgados con un flujo de N2 
continuo durante 1h, para obtener una atmósfera inerte libre de O2. Una vez 
purgado el sistema, en cada pocillo se sembró 100μL de solución madre, bajo 
atmósfera inerte mantenida con presión positiva de N2. Se purgó el sistema 
durante 30min adicionales, luego se selló la microplaca con parafilm y se 
introdujo en una bolsa hermética transparente del tipo ziplock, que permite la 
medición de fluorescencia. Finalmente, se retiró la microplaca de la bolsa 
anaeróbica y se introdujo en un lector de microplacas (PolarStar OMEGA). El 
programa del lector de microplaca utilizado para monitorear la agregación 
amiloide consistió en medidas puntuales de fluorescencia de ThioT (λex = 
440nm, λem = 480nm) luego de 1 ciclo de agitación orbital (5min/37°C/300rpm). 
 
2.6. Estudios de Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear  
 
Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron 
realizados utilizando un espectrómetro Bruker Avance II de 600MHz, equipado 
con una sonda de detección inversa TXI 5mm 1H/D-13C/15N y un 
espectrómetro Bruker 600 MHz Avance III equipado con una crio-sonda de 
triple resonancia TCI 1H(13C/15N), con gradientes de campo magnético en el 
eje z. Todas las secuencias de pulsos utilizadas en este trabajo de tesis se 
encuentran disponibles en la biblioteca de Bruker. A menos expresado lo 
contrario, la temperatura de trabajo se ajustó a 15°C, para evitar problemas 
derivados de la agregación de AS. Bajo estas condiciones de baja temperatura y 
ausencia de agitación no se observó agregación de las muestras durante la 
adquisición de los experimentos. Todos los espectros fueron procesados y 
analizados usando los programas TopSpin 2.1 (Bruker), CARA,176 Sparky177 y 




CCP-NMR.178 A continuación se describen brevemente las técnicas de RMN 
utilizadas.  
 
2.6.1. Espectros unidimensionales. 
Para obtener espectros 1D 1H RMN, se utilizó la secuencia zgesgp, una 
secuencia de pulsos 1D que realiza la supresión de solvente mediante excitation 
sculping con gradientes.179 Los parámetros utilizados fueron: 32K puntos 
complejos, 16ppm de ancho espectral y de 32 a 512 scans dependiendo de la 
concentración de la muestra.  
 
2.6.2. Espectros bidimensionales homonucleares. 
Para obtener espectros 1H-1H TOCSY se utilizó la secuencia mlevesgpph, 
una secuencia de pulsos sensible a fase que utiliza una transferencia 
homonuclear Hartman-Hahn, una secuencia MLEV17 para el tiempo de 
mezclado, dos niveles de potencia para la excitación y el spinlock.179,180 Las 
correlaciones detectadas en este experimento corresponden a un protón 
acoplado escalarmente con otro protón dentro de un sistema de espines dado, 
de modo que el patrón resultante para cada sistema de espines dependerá de la 
naturaleza del aminoácido que le da origen. Los parámetros utilizados fueron: 
2K puntos complejos en la dimensión directa y 128 en la dimensión indirecta, 
10ppm de ancho espectral, de 4 a 32 scans dependiendo de la concentración de 
la muestra y 85ms de tiempo de mezclado. 
 
2.6.3. Espectros bidimensionales heteronucleares.  
Para obtener espectros 1H-15N HSQC se utilizó la secuencia fhsqcf3gpph, 
una secuencia de pulsos sensible a fase que detecta correlaciones 2D 1H-15N vía 
una transferencia de doble INEPT con desacople durante la adquisición.181 Las 
correlaciones detectadas en este experimento corresponden a un protón amida 
acoplado escalarmente con el nitrógeno amida del propio residuo, excepto los 




residuos Pro que carecen de grupo amida y el residuo Met1 que posee un grupo 
amino, de modo que el patrón resultante permite analizar la totalidad del 
esqueleto proteico de una proteína. Los parámetros utilizados fueron: 2K 
puntos complejos en la dimensión directa (1H) y 256 en la dimensión indirecta 
(15N), 10ppm de ancho espectral en la dimensión directa (1H) y 22ppm en la 
dimensión indirecta (15N), y de 2 a 8 scans dependiendo de la concentración de 
la muestra. 
Para obtener espectros 1H-15N TROSY-HSQC se utilizó la secuencia 
trosyetf3gpsi, una secuencia de pulsos sensible a fase usando una selección de 
gradiente echo/antiecho que detecta correlaciones 2D 1H-15N vía TROSY con 
mejoramiento de sensibilidad.182 Las correlaciones detectadas en este 
experimento son las mismas que en el experimento 1H-15N HSQC, aunque la 
resolución está intrínsecamente incrementada por la secuencia TROSY. Los 
parámetros utilizados fueron: 2.5K puntos complejos en la dimensión directa 
(1H) y 512 en la dimensión indirecta (15N), 7.75ppm de ancho espectral en la 
dimensión directa (1H) y 22ppm en la dimensión indirecta (15N) y 4 scans. 
Para obtener espectros 1H-13C HSQC se utilizó la secuencia hsqcetgp, una 
secuencia de pulsos sensible a fase usando una selección de gradiente 
echo/antiecho-TPPI que detecta correlaciones 2D 1H-13C vía una transferencia de 
doble INEPT con desacople durante la adquisición. Las correlaciones detectadas 
en este experimento corresponden a un protón acoplado escalarmente con el 
carbono covalentemente unido, de modo que el patrón resultante permite 
analizar la totalidad de los enlaces 1H-13C de una proteína. Los parámetros 
utilizados fueron: 1K puntos complejos en la dimensión directa (1H) y 128 en la 
dimensión indirecta (13C), 12ppm de ancho espectral en la dimensión directa 
(1H) y 80ppm en la dimensión indirecta (13C), y de 8 a 512 scans dependiendo de 
la concentración de la muestra. 
Para obtener espectros 13C-15N HflipCON se utilizó la secuencia hflipcon, 
una secuencia de pulsos que detecta correlaciones 2D 13C-15N vía excitación de 




1H y detección directa de 13C.183 Las correlaciones detectadas en este 
experimento corresponden a un carbono carbonilo de un residuo acoplado 
escalarmente con el nitrógeno amida covalentemente unido del residuo 
siguiente, de modo que el patrón resultante permite analizar la totalidad del 
esqueleto proteico de una proteína. Los parámetros utilizados fueron: 1K 
puntos complejos en la dimensión directa (13C) y 256 en la dimensión indirecta 
(15N), 32ppm de ancho espectral en la dimensión directa (13C) y 26ppm en la 
dimensión indirecta (15N), y 256 scans. 
 
2.6.4. Espectros tridimensionales heteronucleares.  
Para obtener espectros 1H-15N HNHA se utilizó la secuencia hnhagp3d, una 
secuencia de pulsos que detecta correlaciones 3D 1H-1HN-15N vía una 
correlación heteronuclear inversa de coherencia cuántica de orden cero y 
doble.184 Las correlaciones detectadas en este experimento corresponden a un 
protón alfa o amida acoplado escalarmente con el nitrógeno amida y el protón 
amida del mismo residuo, de modo que el patrón resultante permite analizar el 
desplazamiento químico de los protones alfa y los valores de 3JHNHα de cada 
residuo. Los parámetros utilizados fueron: 1K puntos complejos en la 
dimensión directa (1H), 120 en la dimensión indirecta (1H) y 120 en la dimensión 
indirecta (15N), 16ppm de ancho espectral en la dimensión directa (1H), 10ppm 
en la dimensión indirecta (1H)  y 26ppm en la dimensión indirecta (15N), y 8 
scans. 
Para obtener espectros 1H-15N NOESY-HSQC se utilizó la secuencia 
noesyhsqcetf3gp3d, una secuencia de pulsos que detecta correlaciones 1H-1HN vía 
acoplamiento homonuclear por NOE o por intercambio químico y correlaciones 
1H-15N vía una transferencia de doble INEPT con desacople durante la 
adquisición.185 Las correlaciones detectadas en este experimento corresponden a 
un protón acoplado dipolarmente con un protón amida que a su vez está 
acoplado escalarmente con el nitrógeno amida, de modo que el patrón 




resultante permite analizar el los acoplamientos dipolares de cada residuo. Los 
parámetros utilizados fueron: 1K puntos complejos en la dimensión directa 
(1H), 128 en la dimensión indirecta (1H), 64 en la dimensión indirecta (15N), 
16ppm de ancho espectral en la dimensión directa (1H), 10ppm en la dimensión 
indirecta (1H)  y 26ppm en la dimensión indirecta (15N), y 16 scans. 
Para obtener espectros 1H-13C-15N HNCACB se utilizó la secuencia 
hncacbgpwg3d, una secuencia de pulsos que detecta correlaciones 1H-13C-15N vía 
una correlación inversa de triple resonancia usando múltiples pasos de 
transferencia de INEPT.186 Las correlaciones detectadas en este experimento 
corresponden a un protón amida acoplado escalarmente con el nitrógeno amida 
covalentemente unido y los carbonos alfa y beta del propio residuo, de modo 
que el patrón resultante permite analizar los desplazamientos químicos de los 
carbonos alfa y beta de cada residuo. Los parámetros utilizados fueron: 1K 
puntos complejos en la dimensión directa (1H), 74 en la dimensión indirecta 
(15N), 96 en la dimensión indirecta (13C), 16ppm de ancho espectral en la 
dimensión directa (1H), 26ppm en la dimensión indirecta (15N)  y 66ppm en la 
dimensión indirecta (13C), y 16 scans. 
Para obtener espectros 1H-13C-15N HNCO se utilizó la secuencia 
hncacogpwg3d, una secuencia de pulsos que detecta correlaciones 1H-13C-15N vía 
una correlación inversa de triple resonancia usando múltiples pasos de 
transferencia de INEPT.186 Las correlaciones detectadas en este experimento 
corresponden a un protón amida acoplado escalarmente con el nitrógeno amida 
covalentemente unido y los carbonos carbonilo del propio residuo y del residuo 
anterior, de modo que el patrón resultante permite analizar los desplazamientos 
químicos de los carbonos carbonilo de cada residuo y del anterior, permitiendo 
además vincular los residuos y asignarlos dentro de la secuencia proteica. Los 
parámetros utilizados fueron: 1K puntos complejos en la dimensión directa 
(1H), 74 en la dimensión indirecta (15N), 96 en la dimensión indirecta (13C), 




16ppm de ancho espectral en la dimensión directa (1H), 26ppm en la dimensión 
indirecta (15N)  y 66ppm en la dimensión indirecta (13C), y 16 scans. 
 
2.6.5. Determinación de las constantes de relajación longitudinal y 
transversal  
Las constantes de relajación longitudinal (R1) y transversal (R2) de núcleos 
15N de los grupos amida contienen información sobre la dinámica global y local 
del esqueleto proteico en la escala de tiempo de los ps-ns (R1 y R2) y sobre 
fenómenos de intercambio químico o conformacional en la escala de μs-ms (R2). 
En términos generales, la medición de estas velocidades involucra una 
perturbación inicial de la magnetización y la cuantificación de la velocidad a la 
que se recupera el estado de equilibrio.187 Esta recuperación se produce por 
fluctuaciones aleatorias del campo local, que en el caso de las proteínas 
intrínsecamente desordenadas en solución provienen principalmente de 
interacciones dipolares del grupo amida y de fenómenos de intercambio 
químico o conformacional.188  
Para medir los valores de R1 se utilizaron secuencias de pulsos basadas en 
las originalmente descriptas por Kay y colaboradores.189 Las velocidades de 
relajación R1 de los núcleos 15N se obtienen midiendo las intensidades de las 
resonancias de los grupos amida a distintos tiempos de espera y posteriormente 
los mismos se ajustaron a la siguiente ecuación de decaimiento exponencial:  
I(t) = I0.(1-e-R1.t) 
donde I(t) es la altura o intensidad de las resonancias analizadas, t es el 
tiempo de espera de cada experimento y R1 es la constante de relajación. Los 
tiempos de espera utilizados en nuestros experimentos fueron: 20, 40, 80, 160, 
320, 640, 860, 1280 y 1800ms. Para el análisis se utilizaron las rutinas disponibles 
en el programa Sparky y CCPNMR.  
Por otro lado, la secuencia utilizada para medir las constantes de 
relajación transversal (R2) de los núcleos 15N está basada en el módulo Car-




Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), constituido por un tren de pulsos de 180° 
separados un tiempo τcp que en nuestro caso es igual a 0.45ms. Este tren de 
pulsos es repetido hasta alcanzar los distintos tiempos de espera evaluados 
durante el cual se produce la relajación transversal: 48, 72, 96, 128, 160, 264, 360, 
y 480ms. Se midieron las intensidades de las resonancias de los grupos amida a 
los distintos tiempos de espera y se ajustaron a la siguiente ecuación:  
I(t) = I0.e-R2.t  
Los parámetros utilizados fueron: 2K puntos complejos en la dimensión 
directa (1H) y 256 en la dimensión indirecta (15N), 10ppm de ancho espectral en 
la dimensión directa (1H) y 22ppm en la dimensión indirecta (15N), y 4 scans. 
 
2.6.6. Medición de NOE heteronuclear (hNOE) 
Los experimentos de hNOE fueron adquiridos utilizando versiones 
modernas de las secuencias de pulsos descriptas por Kay y colaboradores.189 Los 
valores de hNOE fueron obtenidos como el cociente de la altura de pico con y 
sin saturación durante la espera de reciclo. Los parámetros utilizados fueron: 
2K puntos complejos en la dimensión directa (1H) y 256 en la dimensión 
indirecta (15N), 10ppm de ancho espectral en la dimensión directa (1H) y 26ppm 
en la dimensión indirecta (15N), y 4 scans. 
 
2.6.7. Cálculo de las diferencias promedio de los desplazamientos 
químicos de las señales de RMN  
La diferencia entre dos condiciones distintas de proteínas o péptidos se 
analizó a partir de los cambios en los valores de desplazamiento químico de las 
señales en los espectros 1H-15N HSQC o 1H-13C HSQC. A tales fines se 
determinaron los valores de desplazamientos químicos promedio de las señales 
presentes en el espectro de acuerdo a las ecuaciones: 
Δδ 1H-15N (ppm) = [Δδ(1H)2 + Δδ(15N)2/100]1/2 
Δδ 1H-13C (ppm) = [Δδ(1H)2 + Δδ(13C)2/4]1/2 




donde Δδ(1H), Δδ(15N) y Δδ(13C) representan los cambios en los valores de 
desplazamientos químicos de 1H, 15N y 13C, respectivamente, entre las distintas 
condiciones. Los valores de Δδ obtenidos para cada residuo se graficaron en 
función de la posición de dicho residuo en la secuencia primaria a fin de 
localizar los cambios. 
 
2.7. Determinación de la afinidad usando el programa DynaFit 
 
La estimación de las constantes de disociación aparente (Kdapp) se realizó 
evaluando los cambios progresivos en los valores de δ de las señales de los 
residuos perturbados frente a concentraciones crecientes de Cu(I). Para el ajuste 
de los datos experimentales y la consecuente obtención de la Kdapp, se empleó el 
programa DynaFit, el cual utiliza datos experimentales (cambios en los valores 
de δ vs [Cu(I)]) para realizar una aproximación por mínimos cuadrados 
(regresión no lineal).190 La principal ventaja de usar el programa DynaFit reside 
en la habilidad para caracterizar sistemas de reactantes bioquímicos en 
términos de ecuaciones simbólicas o estequiométricas. La interacción de Cu(I) 
con la proteína/péptido en estudio, se ajustó a un modelo que considera uno de 
los siguientes mecanismos dependiendo de la cantidad de sitios de unión de 
Cu(I) presentes: 
 
Un único sitio 
 
AS + Cu  <==>   AS.Cu :  K1   dissoc. 
 
Dos sitios independientes y no interactivos 
 
AS.1 + Cu  <==>   AS.Cu.1 :  K1   dissoc. 
AS.2 + Cu  <==>   AS.Cu.2 :  K2   dissoc. 




Tres sitios independientes y no interactivos 
 
AS.1 + Cu  <==>   AS.Cu.1 :  K1   dissoc. 
AS.2 + Cu  <==>   AS.Cu.2 :  K2   dissoc. 
AS.3 + Cu  <==>   AS.Cu.3 :  K3   dissoc. 
 
En cada caso se especificó a qué equilibrio responde cada señal, es decir, 
las señales de los residuos del sitio 1 responderán al equilibrio que involucra el 
complejo AS.Cu.1, las señales de los residuos del sitio 2 responderán al 
equilibrio que involucra el complejo AS.Cu.2 y las señales de los residuos del 
sitio 3 responderán al equilibrio que involucra el complejo AS.Cu.3. Una vez 
ingresado los datos, descrito el modelo y vinculado los sistemas, el programa se 
ejecutó, brindando las curvas del ajuste matemático y los valores de Kd con sus 
errores relativos correspondientes. 
 









Como se ha desarrollado en la introducción de este trabajo de tesis , la 
química de coordinación de Cu(II) por parte de la proteína AS ha sido muy 
estudiada y bien caracterizada a nivel de resolución atómico en la última 
decada.149,151,167,168,191 Sin embargo, los estudios de la química de coordinación de 
Cu(I) por parte de la proteína AS constituyen un área de reciente desarrollo. 
Respecto a la caracterización estructural de los sitios de coordinación de Cu(I) 
en la proteína AS, previo al inicio de este trabajo de tesis fue reportado por 
Binolfi et al. (2011) que la presencia de iones Cu(I) en muestras de la proteína AS 
promovía cambios en las regiones alrededor de los residuos 3-5, 50-51 y 119-
129, siendo la región 3-5 la más afectada a niveles subestequiométricos de 
Cu(I).160 En el mismo estudio, se trabajó con el péptido modelo que contiene los 
primeros seis aminoácidos de la secuencia de AS: 1MDVFMK6 (P1AS) y se 
determinó que los cambios inducidos por el ion Cu(I) se circunscribían 
principalmente a los residuos de Met1 y Met5. En el mismo trabajo, se estimó 
un valor de constante de disociación (Kd) para complejo P1AS-Cu(I) en el orden 
Kd ≈ 2μM. Posteriormente, otro estudio por Camponeschi et al. (2013) propuso 
la existencia de dos dominios de unión de Cu(I)/Ag(I) en AS, con afinidades 
comparables (Kd en el rango 10−5-10−6M), involucrando los residuos Met1/Met5 
en la región N-Terminal y Met116/Met127 en la región C-terminal de AS.192 Sin 
embargo, estas últimas conclusiones deben ser consideradas con cautela, ya que 
se basaron fundamentalmente en la utilización de iones Ag(I) como modelo 
iónico de unión de Cu(I) y un sistema binario de péptidos de secuencia 1-15 y 
113-130 como modelos de los sitios de unión de AS.192 De hecho, el mismo 
estudio no reporta evidencia alguna de interacción de iones Ag(I)/Cu(I) con el 




segmento que contiene al residuo de His50, sugiriendo que esta región no 
estaba involucrada en la unión de Cu(I).192 
En el contexto mencionado, nuestro grupo decidió avanzar en la 
caracterización estructural, así como en la determinación de las afinidades 
aparentes de los distintos sitios de unión de Cu(I) de AS, utilizando una 
estrategia de trabajo basada en el uso de la técnica espectroscópica de 
resonancia magnética nuclear (RMN) aplicada al estudio de péptidos sintéticos 
y especies mutantes de la proteína AS especialmente diseñadas para dichos 
estudios.  
 
3.2 Identificación de las regiones afectadas en la proteína AS por la 
presencia de iones Cu(I) 
 
Con el objetivo de analizar la interacción entre iones Cu(I) y la proteína 
AS, se utilizaron experimentos 1H-15N HSQC de RMN para identificar a los 
residuos resultan fundamentalmente afectados por la presencia del ion metálico  
y que, en consecuencia, podrían ser considerados como potenciales ligandos. 
Este tipo de experimento genera un espectro bidimensional donde cada señal 
corresponde a un grupo amida de la proteína. Cada señal posee dos parámetros 
principales que se utilizaron para monitorear los cambios inducidos en la 
proteína como consecuencia de su interacción con el ion Cu(I): el valor de 
desplazamiento químico (δ) de cada señal o resonancia y su intensidad. El 
parámetro δ se puede interpretar como la coordenada de cada señal dentro del 
espectro y la intensidad como la altura relativa de dicha señal. Los grupos 
amida de los distintos aminoácidos en la secuencia primaria de la proteína no 
son equivalentes entre sí debido a los diferentes entornos electro-químicos y 
dinámicas estructurales que sensan en el interior de la molécula, y por ende, 
presentan valores de δ e intensidades diferentes que permiten su identificación 
y asignación inequívoca. 




La adición de iones Cu(I) a la proteína AS enriquecida isotópicamente en 
átomos de 15N,  (15N AS), dio lugar a cambios apreciables sobre las señales de los 
grupos amida de los aminoácidos en las posiciones 3-6, 48-52 y 115-129 de las 
regiones N-terminal y C-terminal de la proteína (Figura 3.1A-B). Es sabido que 
los ligandos característicos de iones Cu(I) en proteínas son los residuos de Cys,  
Met e His. En el caso de la proteína AS, los aminoácidos cuyas resonancias 
resultan fundamentalmente afectados por la presencia de iones Cu(I) son: Met1, 
Met5, His50, Met116 y Met127 (Figura 3.1). De nuestro análisis es posible 
identificar a priori  tres sitios de interacción con el ion metálico en AS: 1) sitio 1, 
que involucra a los residuos de Met1 y Met5; 2) sitio 2 que involucra el residuo 
de His50 y 3) sitio 3, que involucra los residuos de Met116 y Met127. Cabe 
destacar que el sitio 1 resulta fundamentalmente afectado a concentraciones 
sub-estequiométricas de Cu(I), a la vez que los sitios identificados como 2 y 3 
son afectados fundamentalmente a concentraciones superiores. En la siguiente 
sección, se abordará la caracterización estructural de los distintos sitios de 
unión a Cu(I) identificados en la proteína AS, así como la determinación de los 
valores de sus afinidades aparentes por el ion metálico.   
 
3.3 Determinantes estructurales y afinidad del sitio 1 de unión a Cu(I) 
en la proteína AS 
 
Con el fin de evaluar el rol de los residuos de Met1 y Met5 en la formación 
del complejo con Cu(I) en el sitio 1 de AS, en primer lugar se analizaron las 
características de unión de Cu(I) al péptido sintético modelo P1AS y variantes 
del mismo en los cuales los residuos de Met1 y Met5 fueron reemplazados por 
residuos de Ile (M1I P1AS y M5I P1AS, respectivamente). El reemplazo de 
residuos de Met por residuos de Ile permitió analizar el impacto causado por la 
ausencia de residuos de Met, conservando las propiedades fisicoquímicas 
generales del péptido original. 





Figura 3.1. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a AS. A. Espectros 
superpuestos 1H-15N HSQC de 15N AS 100μM en ausencia (negro) y presencia 
(naranja) de 10 equivalentes de Cu(I). Se señalan los residuos que mayor 
cambio presentan. Los experimentos fueron adquiridos en solución 
amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. B. Perfil de Δδ 1H-15N de los grupos amida 
de AS en presencia de 10 equivalentes de Cu(I). C. Secuencia primaria de AS. 
Las letras resaltadas indican los residuos Met1, Met5, His50, Met116 y Met127. 
 




En primer lugar, se monitorearon los cambios en los valores de δ de las 
señales del péptido P1AS en presencia de iones Cu(I). A tales fines, se utilizó el 
experimento de RMN 1H-13C HSQC, a partir del cual se obtuvo el perfil de Δδ 
que se observa en la Figura 3.2. De dicho perfil se desprende que las señales 
más afectadas por la presencia del ion Cu(I) son aquellas correspondientes a los 
grupos Hγ-Cγ y Hε-Cε de los residuos de Met1 y Met5, en perfecta 
concordancia con los resultados previamente reportados.160 Los átomos Cγ y Cε 
están directamente unidos al átomo Sδ de los residuos Met, y por ende, son 
altamente sensibles a la unión de Cu(I) por parte del grupo tioeter de dichos 
residuos.  
 
Posteriormente, se procedió a realizar un análisis comparativo de la unión 
de Cu(I) a las distintas variantes peptídicas diseñadas. En primer lugar se 
analizó la región amida de los péptidos modelos del sitio 1 de unión a  Cu(I) 
mediante espectros 2D 1H-1H TOCSY de RMN. Si bien las resonancias de los 
protones amida de los residuos de Met1 y Asp2 no pueden ser detectados en 
estos experimentos debido a los efectos del intercambio con el solvente, dicha  
región espectral contiene solamente un sistema de señales para cada residuo y 
por lo tanto constituyen una excelente sonda para analizar el proceso de 
interacción. Las señales asignadas a los residuos de Phe4 y Met5 del péptido 
P1AS resultaron ser las más afectadas por la presencia de Cu(I) (Figura 3.3A). 
Figura 3.2. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a P1AS. Perfil de Δδ 1H-
13C de los grupos C-H del péptido P1AS 1mM en presencia de un equivalente 
de Cu(I). Los experimentos 1H-13C HSQC fueron adquiridos en solución 
amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. 
 




Las señales correspondientes al residuo de Val3 también se vieron afectadas, 
aunque en menor medida, mientras que no se observaron cambios en las 
señales pertenecientes al residuo de Lys6 (Figura 3.3A). Por el contrario, los 
efectos de la unión de Cu(I) fueron menos pronunciados en aquellos péptidos 
donde uno de los residuos de Met, en posición 1 o 5 de la secuencia, fueron 
reemplazados por un residuo de Ile. En estos casos, la presencia de iones Cu(I) 
dio lugar a pequeños cambios en las señales de los residuos de Val3 y Phe4 de 
los péptidos M5I P1AS y M1I P1AS, respectivamente (Figura 3.3A). Del mismo 
modo, se confirmó que la especie doble mutante M1I/M5I P1AS es incapaz de 
Figura 3.3. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a los péptidos modelos 
del sitio 1. A. Espectros superpuestos 1H-1H TOCSY de los péptidos modelos 
300µM del sitio 1 en ausencia (negro) y presencia (naranja) de 1 equivalente de 
Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 10% 
D2O y 15°C. B. Espectros 1D 1H de los péptidos modelos 300µM del sitio 1  en 
ausencia (negro) y presencia (naranja) de 1 equivalente de Cu(I). Se muestra la 
región alifática donde se encuentran los protones Hβ, Hγ (2.4-2.9 ppm) y Hε 
(2.1-2.3 ppm) de los residuos Met. Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora A, 100% D2O y 15°C. 
 




unir iones Cu(I), evidenciando la pérdida completa del sitio de unión a Cu(I) de 
AS luego de la sustitución de los dos residuos de Met en su secuencia por 
residuos de Ile (Figura 3.3A). En todos los casos donde se observó interacción 
entre los péptidos modelo estudiados y Cu(I), la adición de EDTA en exceso a 
las muestras canceló completamente los cambios inducidos por Cu(I), 
confirmando la reversibilidad de esta interacción molecular. 
Complementariamente, se analizó también la región alifática, la cual  
contiene a las señales de los protones Hβ, Hγ y Hε de las cadenas laterales de 
los residuos contenidos en la secuencia P1AS y sus derivados. Mediante 
experimentos de 1D 1H RMN se observó que las resonancias de los protones Hε 
de los residuos Met1 y Met5 en la variante P1AS resultaron significativamente 
afectadas por la presencia de iones Cu(I) (Figura 3.3B). Las señales de los 
protones Hβ y Hγ de los residuos Met1 y Met5 de P1AS también se vieron 
afectadas, aunque en menor medida. En el caso de los péptidos mutantes, en 
términos comparativos con lo observado para el péptido P1AS, se pudo 
concluir que el nivel de perturbaciones inducidas por Cu(I) disminuyó 
sustancialmente tanto en el péptido M1I P1AS como en el péptido M5I P1AS. 
Tal como era de esperarse, la especie M1I/M5I P1AS no mostró modificaciones 
en los valores de δ de sus residuos en presencia de Cu(I) (Figura 3.3B). Estos 
resultados indican que los efectos observados en los grupos amida de los 
péptidos modelo del sitio 1, y por ende en la proteína AS (Figura 3.1), en 
presencia de Cu(I) reflejan la interacción directa del ión Cu(I) con los grupos 
tioeter de los residuos de Met1 y Met5. En su conjunto, nuestros datos nos 
permiten concluir que la presencia de los dos residuos de Met es clave para el 
anclaje efectivo del ion Cu(I) en el sitio 1, dado  que los efectos derivados de la 
interacción de este ion metálico con dicho sitio se redujeron marcadamente al 
sustituirse uno de estos residuos de Met, mientras que la sustitución de ambos 
residuos de Met dio lugar a la pérdida completa de la unión de Cu(I) al sitio en 
cuestión. 




A posteriori, se procedió a efectuar estudios de afinidad para los 
complejos de Cu(I) identificados en las distintas variantes peptídicas. La 
estimación de los valores de Kd aparente (Kdapp) para los distintos complejos de 
Cu(I) se realizó mediante ensayos de titulación de Cu(I) monitoreados por 
experimentos 1D 1H RMN. A partir de la  cuantificación de los cambios en los 
valores de Δδ de distintas resonancias en presencia de concentraciones 
crecientes de Cu(I) fue posible obtener las distintas curvas de unión de Cu(I) al 
sitio 1 en los péptidos sintéticos analizados (Figura 3.4). Las resonancias 
correspondientes a los protones Hε de Met1 y Met5, HN de Met5, Hγ de Val3 y 
Hδ de Phe4 del péptido P1AS conservaron una excelente resolución en 
presencia de concentraciones crecientes de Cu(I), por lo tanto, a partir de su 
análisis se obtuvieron las distintas curvas de unión. Para la estimación del valor 
de Kdapp del sistema P1AS-Cu(I), se utilizó el programa DynaFit y se consideró 
un modelo con un sitio de unión capaz de unir solamente un equivalente de 
Cu(I). El valor de Kdapp obtenido para el complejo de Cu(I) con P1AS fue Kdapp = 
20 ± 2µM (Figura 3.4A). En el caso de los complejos de Cu(I) con P1AS M5I y 
P1AS M1I se utilizaron las señales de los protones Hε. Considerando el mismo 
Figura 3.4. Características de afinidad de la unión de Cu(I) a los péptidos 
modelos del sitio 1. A.  Curvas de unión de Cu(I) a P1AS 50µM, monitoreado 
por los valores de Δδ 1H de HN de Met5 (círculo celeste), Hε de Met1 y Met5 
(rombo celeste), Hδ de Phe4 (cuadrado celeste) y Hγ de Val3 (triángulo 
celeste). B. Curva de unión de Cu(I) a M5I P1AS 200µM, monitoreado por los 
valores de Δδ 1H de Hε de Met1.  C. Curva de unión de Cu(I) a M1I P1AS 
200µM, monitoreado por los valores de Δδ 1H de Hε de Met5. Las curvas 
grises representan el ajuste a los modelos descritos en el texto. Los 
experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 10% D2O y 
15°C. 
 




modelo de unión, se obtuvieron los valores de Kdapp = 200 ± 20µM y Kdapp = 500± 
50µM, respectivamente (Figura 3.4B-C). 
Finalmente, con el objetivo de reproducir y validar los datos obtenidos con 
los péptidos sintéticos se procedió a determinar el valor de Kdapp para el 
complejo de Cu(I) en el sitio 1 de la proteína silvestre. A tales fines se utilizó la 
variante truncada de AS en su extremo C-terminal, conteniendo además la 
mutación H50A (H50A 1-108 AS). Dicha variante presenta la ventaja de que 
carece de los residuos de His50, Met116 y Met127, los cuales constituyen sitios 
de anclaje adicionales para Cu(I) y podrían dificultar el análisis experimental. 
Para analizar la contribución de los residuos de Met como fue realizado con los 
péptidos sintéticos, se preparó  la variante 1-108 AS conteniendo las mutaciones 
M5I y H50A (M5I/H50A 1-108 AS). En ambos casos, a fin de evitar problemas 
derivados del solapamiento de las resonancias en los espectros de protones, las 
proteínas utilizadas fueron enriquecidas isotópicamente en 13C y se adquirieron 
experimentos de 1H-13C HSQC. Se observó que las únicas conectividades 
significativamente afectadas fueron aquellas que pertenecen a las señales Cγ-
Hγ y Cε-Hε de los residuos de Met1 y Met5 (Figura 3.5). A partir de la 
Figura 3.5. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a las proteínas modelos 
del sitio 1. Espectros superpuestos 1H-13C HSQC de 13C H50A 1-108 AS 50µM 
en presencia de concentraciones crecientes de Cu(I), de negro a naranja: 0, 0.2, 
0.4, 1, 1.5 y 3 equivalentes de Cu(I). El recuadro muestra los espectros 1H-13C 
HSQC superpuestos de 13C M5I/H50A 1-108 AS 100µM en presencia de 
concentraciones crecientes de Cu(I), de negro a naranja: 0, 1, 3 y 5 equivalentes 
de Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 
10% D2O y 15°C. 
 




cuantificación de los Δδ, utilizando el programa Dynafit y asumiendo 
nuevamente un modelo con un sitio de unión capaz de unir un equivalente de 
Cu(I), se obtuvo valores de Kdapp de Kdapp1 = 17 ± 2µM para el complejo de Cu(I) 
con el sitio 1 en H50A 1-108 AS, y de Kdapp = 190 ± 40µM para la variante 
M5I/H50A 1-108 AS. Estos datos demuestran que los determinantes 
estructurales para la afinidad de unión de iones Cu(I) al sitio 1 en los péptidos 
sintéticos se conservan en la proteína AS.  
 
3.4 Determinantes estructurales y afinidad del sitio 2 de unión a Cu(I) 
en la proteína AS  
 
En primera instancia, a fin de comprobar el rol del residuo de His50 en la 
unión de Cu(I) a la proteína AS, se realizó un análisis comparativo con la 
proteína silvestre usando la variante H50A AS. Se observó que el reemplazo del 
residuo de His50 por un residuo de Ala cancela los cambios inducidos en la 
región 45-55 por la presencia de iones Cu(I), sin ejercer influencias sobre la 
interacción de Cu(I) a los sitios 1 y 3 (Figura 3.6). De esta manera se demostró 
que el residuo His50 jugaría un rol principal en el anclaje de iones Cu(I) al sitio 
2, a la vez que este experimento indica que estamos en presencia de sitios de 
unión a Cu(I) que son independientes, dado que la ausencia o presencia de 
alguno de ellos no afecta al comportamiento de los otros sitios. 
Figura 3.6. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a H50A AS. Perfil de Δδ 
1H-15N de los grupos amida de 15N H50A AS 100μM en presencia de 10 
equivalentes de Cu(I). Los experimentos 1H-15N HSQC fueron adquiridos en 
solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. 
 




En segundo lugar se utilizó el péptido sintético 45-55 AS para estudiar la 
unión de Cu(I) al sitio 2 de la proteína. El anillo imidazol de His50 fue 
confirmado como el ligando primario para la unión de Cu(I) al sitio 2, ya que al 
titular el péptido 45-55 AS con concentraciones crecientes de Cu(I), los mayores 
cambios en los valores de Δδ se observaron en las resonancias de los protones 
Hδ y Hε del residuo His50 (Figura 3.7A-B).  
Un aspecto a considerar es la sensibilidad de los residuos de His a las 
variaciones de pH, especialmente en el rango de valores de pH 6-7, donde 
dichos residuos poseen el pKa de la cadena lateral. La utilización del 
Figura 3.7. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) al péptido 45-55 AS. A. 
Espectros superpuestos 1D 1H NMR de péptido 45-55 AS 75μM en presencia 
de concentraciones crecientes de Cu(I). Los espectros de titulación 
representan, de negro a naranja: 0, 0.2, 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 equivalentes de Cu(I). 
Se muestra la región aromática (6.9-8.4 ppm) donde se encuentran los 
protones Hε y Hδ del residuo de His50. Los experimentos fueron adquiridos 
en solución amortiguadora B, 100% D2O y 15°C. B. Curvas de unión de Cu(I) 
al péptido 45-55 AS monitoreadas por Δδ 1H de los protones Hε (círculo rojo) 
y Hδ (triángulo rojo) de His50. Como control de pH, se muestra el Δδ 1H del 
protón H4 de MES (círculo gris). Las curvas grises representan el ajuste a los 
modelos descritos en el texto. C. Dependencia de Δδ 1H respecto al pH de las 
señales de los protones Hε (círculo rojo) y Hδ (triángulo rojo) de His50, y H4 
de MES (círculo gris). 
 




amortiguador MES permitió monitorear el pH de la solución por RMN, ya que 
las señales de los protones de MES son igualmente sensibles al pH. Para 
caracterizar el comportamiento de los mismos frente al pH se realizó un 
experimento de dependencia de los valores de Δδ en función del pH para las 
señales de los protones Hδ y Hε de His50 y del protón H4 de MES (Figura 3.7C). 
Se observó que dichas señales tienen un comportamiento casi lineal en el rango 
de pH 6.1-7.3, y que el comportamiento del protón H4 del MES describió una 
curva intermedia entre aquellas delineadas por los protones Hδ y Hε de His50. 
En el experimento de titulación de Cu(I) previamente mencionado, se 
monitoreó la señal del protón H4 de MES y la misma describió una curva 
prácticamente horizontal, por lo que se pudo descartar cambios de pH y 
confirmar que la variación observada en los valores de Δδ de las señales de 
His50 son el producto exclusivo de la interacción del ion Cu(I) con ese sitio 
(Figura 3.7B). El valor de Kdapp derivado del estudio del péptido 45-55 AS, 
utilizando el programa DynaFit y considerando un modelo con un único sitio 
de unión, capaz de unir un equivalente de Cu(I), fue de Kdapp = 55  5M.  
Con el fin de validar los resultados obtenidos con el péptido modelo 45-55 
AS se utilizó la proteina M5I 1-108 AS, donde se eliminaron los residuos de 
Met5, Met116 y Met127. El residuo de Met1 se mantuvo, ya que es necesario 
para la expresión de la proteína y no puede ser mutado. Para realizar este 
análisis se utilizaron dos enfoques, el primero observando el comportamiento 
de los valores de δ de los protones de las cadenas laterales de Met1 y His50, a 
través de experimentos 1D 1H RMN, y el segundo analizando los valores de δ 
de los grupos amida de los residuos vecinos a Met1 y His50, a través de 
experimentos 1H-15N HSQC (Figura 3.8). Se observó nuevamente que las señales 
más afectadas fueron aquellas que pertenecen a los protones Hδ y Hε de His50, 
confirmando al residuo de His50 como grupo de anclaje primario para iones 
Cu(I) en el sitio 2 (Figura 3.8A). Los valores de Δδ, obtenidos de las titulaciones 
de Cu(I), se graficaron en función de la concentración de Cu(I) para generar las 




curvas de unión (Figura 3.8B,D). Luego se utilizó el programa DynaFit y se 
consideró un modelo con dos sitios de unión, independientes y no interactivos, 
capaces de unir un equivalente de Cu(I) cada uno. Los resultados de los ajustes 
de ambos experimentos dieron en promedio un valor de Kdapp = 159 ± 24μM 
para el motivo 1MDVFI5 y un valor de Kdapp2 = 51 ± 4μM para el sitio 2. Al igual 
que para el sitio 1, estos datos demuestran que los determinantes estructura-
afinidad de unión de Cu(I) observados en el péptido sintético 45-55 AS se 
conservan en la especie proteica. 
 
Figura 3.8. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a M5I 1-108 AS. A. 
Espectros superpuestos 1D 1H NMR de M5I 1-108 AS 75μM en presencia de 
concentraciones crecientes de Cu(I). Los espectros de titulación representan, 
de negro a naranja: 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4 y 6 equivalentes de Cu(I). Los protones 
Hε y Hδ del residuo His50 (6.9-8.4ppm) y Hε del residuo Met1 (1.9-2.5ppm) 
fueron identificados. Los experimentos fueron adquiridos en solución 
amortiguadora B, 10% D2O y 15°C.  B. Curvas de unión de Cu(I) a M5I 1-108 
AS monitoreadas por Δδ 1H de los protones Hε (círculo rojo) y Hδ (triángulo 
rojo) de His50 y Hε (círculo celeste) de Met1. Las curvas grises representan el 
ajuste a los modelos descritos en el texto. C. Espectros superpuestos 1H-15N 
HSQC de 15N M5I 1-108 AS 75μM en presencia de concentraciones crecientes 
de Cu(I). Los espectros de titulación representan, de negro a naranja: 0, 0.5, 1, 
1.5, 2, 3, 4, y 6 equivalentes. Los experimentos fueron adquiridos en solución 
amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. D. Curvas de unión de Cu(I) a M5I 1-108 
AS monitoreadas por Δδ 1H-15N del protón Hε (círculo celeste) de Met1 y de 
los grupos amida de Val48 (círculo rojo), Val52 (triángulo rojo) e Ile5 
(triángulo celeste). Las curvas grises representan el ajuste a los modelos 
descritos en el texto. 
 




3.5 Determinantes estructurales y afinidad del sitio 3 de unión a Cu(I) 
en la proteína AS  
 
Finalmente, para proceder a la caracterización del sitio 3 de unión de Cu(I) 
y determinar el rol que cumplen los residuos de Met116 y Met127 en dicho sitio, 
se analizó el efecto de Cu(I) sobre la proteína AS y las especies M127A AS y 
M116A AS. La presencia de concentraciones crecientes de Cu(I) afectó 
fundamentalmente a los residuos de Val118, Asp119, Asp121, Asn122, Ala124, 
Tyr125 y Met127 en la proteína silvestre (Figura 3.9A). Al realizar el mismo 
ensayo sobre las proteínas M116A AS y M127A AS, los residuos Asp119, 
Asp121, Asn122 y Ala124 prácticamente se mantuvieron inalterados y 
solamente se observaron cambios de magnitud significativamente menor 
alrededor de los residuos Met127 y Met116, respectivamente (Figura 3.9B,C). La 
Figura 3.9. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a las proteínas modelos 
del sitio 3. Espectros superpuestos 1H-15N HSQC de 15N AS 100μM (A), 15N 
M116A AS 100μM (B) y 15N M127A AS 100μM (C), en presencia de 
concentraciones crecientes de Cu(I), de negro a naranja: 0, 0.5, 1, 2 y 3 
equivalentes. Los experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora 
B, 10% D2O y 15°C. 
 




cancelación de los efectos observados en dicha región cuando uno de los 
residuos de Met116 o Met127 fue remplazado por Ala indica que ambos 
residuos de Met serían claves para la unión de Cu(I) en el sitio 3. De acuerdo 
con los resultados descriptos en secciones anteriores, el reemplazo de los 
residuos de Met116 o Met127 por residuos de Ala no afectó en absoluto la unión 
de Cu(I) al sitio 1 ni al sitio 2 de AS (Figura 3.9).  
Posteriormente, se utilizó la proteína M5I/H50A AS para determinar la 
afinidad del Cu(I) por el sitio 3. Se realizó una titulación fina de Cu(I) sobre 
muestras 15N M5I/H50A AS y se utilizó el programa DynaFit, considerando un 
modelo con dos sitios de unión, independientes y no interactivos, capaces de 
unir un equivalente de Cu(I) cada uno (Figura 3.10). Los resultados del ajuste 
arrojaron un valor de Kdapp = 141 ± 14μM para el motivo 1MDVFI5 y un valor de 




Figura 3.10. Características de afinidad de la unión de Cu(I) a M5I H50A AS. 
Curvas de unión de Cu(I) a M5I H50A AS 200μM monitoreada por Δδ 1H-15N 
de los grupos amida de Val3 (circulo celeste), Phe4 (triangulo celeste), Ile5 
(cuadrado celeste), Asp119 (circulo violeta), Asp121 (triangulo violeta), 
Asn122 (cuadrado violeta) y Ala124 (rombo violeta). Las curvas grises 
representan el ajuste a los modelos descritos en el texto. 
 




3.6 Análisis global de la unión de Cu(I) a la proteína AS 
 
Una vez caracterizados con precisión los distintos sitios de unión de Cu(I) 
de AS a través de modelos peptídicos o proteicos, se procedió a realizar un 
estudio de unión de Cu(I) a la proteína AS sin ningún tipo de modificaciones. 
Se realizó una titulación fina y exhaustiva de Cu(I) sobre la proteína AS y se 
identificaron los residuos involucrados en cada sitio de unión, los cuales ya 
habían sido previamente caracterizados en las secciones anteriores (Figura 
3.11A). Se realizó un ajuste global de los experimentos de titulación con Cu(I), 
utilizando el programa DynaFit y considerando un modelo con tres sitios de 
unión, independientes y no interactivos, capaces de unir un equivalente de 
Cu(I) cada uno. El excelente ajuste resultante validó el modelo de tres sitios de 
unión de Cu(I), independientes y no interactivos, y proporcionó valores 
precisos de Kdapp (Figura 3.11B). Los valores de Kdapp derivados para los 
complejos de Cu(I) con el sitio 1 (Met1/Met5), el sitio 2 (His50) y el sitio 3 
(Met116/Met127), fueron Kdapp1 = 24.0  1.2M , Kdapp2 = 49.8  4.5M y Kdapp3 = 
270.3  17.3M, respectivamente. Los valores de Kdapp obtenidos para cada sitio 
de unión a Cu(I) en AS resultaron ser completamente consistentes con los 




En este capítulo se realizó una caracterización estructural detallada  de los 
complejos formados entre Cu(I) y los distintos sitios de unión en AS. Se 
utilizaron condiciones optimizadas para la estimación de los valores de Kdapp, y 
el diseño de diversos modelos como péptidos sintéticos y proteínas mutantes de 
AS. Nuestros resultados demostraron conclusivamente que existen tres sitios de 
unión de Cu(I) en AS, consistente con la unión de 3 equivalentes de ion Cu(I) 




por molécula de AS. El hecho de que mutaciones puntuales en cada sitio afecten 
solo localmente a las características de unión de Cu(I) demuestra que los tres 
sitios de unión de Cu(I) son independientes y no interactivos. La interacción  
Figura 3.11. Características de afinidad de la unión de Cu(I) a AS. A. 
Espectros superpuestos 1H-15N HSQC de 15N AS 100μM en presencia de 
concentraciones crecientes de Cu(I). Los espectros de titulación representan, 
de negro a naranja: 0, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 5, 6.5, 8 y 10 equivalentes de 
Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 10% 
D2O y 15°C. B. Curvas de unión de Cu(I) a AS monitoreado por Δδ 1H-15N de 
las resonancias de los grupos amida de Val3 (círculo celeste), Phe4 (triángulo 
celeste), Met5 (cuadrado celeste), Val48 (círculo rojo), His50 (triángulo rojo), 
Val52 (cuadrado rojo), Asp119 (círculo violeta), Asp121 (triángulo violeta) y 
Asn122 (cuadrado violeta). Las curvas grises representan el ajuste a los 
modelos descritos en el texto. 
 




tiene como ligandos de anclaje de Cu(I) a los residuos de Met1 y Met5 en el sitio 
1 de Kdapp1 ≈ 20μM, el residuo de His50 en el sitio 2 de Kdapp2 ≈ 50μM, y los 
residuos de Met116 y Met127 en el sitio 3 de Kdapp3 ≈ 300μM. 
Respecto al sitio 1, nuestros resultados demostraron conclusivamente que 
ambos residuos de Met en el motivo 1MDVFM5 son claves para la unión de 
Cu(I) a la región N-terminal de AS, consistente con la preferencia del ion Cu(I) 
por ligandos sulfurados.193,194 En promedio, la afinidad aparente estimada para 
la unión de Cu(I) al motivo 1MDVFM5 fue de Kdapp ≈ 20μM, un orden de 
magnitud diferente al reportado previamente por Binolfi et al. (2011).160 Esta 
diferencia de afinidades se debe principalmente a las concentraciones de 
péptido utilizadas. Al calcular un valor de Kdapp, la concentración de péptido o 
proteína en estudio debe estar en el rango de dicha Kdapp, o incluso puede ser 
menor. Cuando es mayor, no se logra definir una buena curvatura y se 
incrementa el error de ajuste matemático. En los estudios de Binolfi et al. (2011), 
se utilizaron concentraciones de 300μM de P1AS, bien por encima de los valores 
de Kd reportados. Por el contario, nuestros experimentos fueron realizados a 
una concentración de proteína del orden de los 50μM, dando lugar a 
condiciones más óptimas para el cálculo de los valores de Kdapp en cuestión. Por 
otro lado, cuando se reemplazó un residuo de Met por un residuo no sulfurado, 
como en las variantes M1I P1AS y M5I P1AS, la afinidad de la interacción 
disminuyó dramáticamente, mientras que la remoción de ambos residuos Met 
resultó en una pérdida de unión total. Los valores de Kdapp de 200μM y 500μM 
para los motivos conteniendo un solo residuo de Met, 1MDVFI5 y 1IDVFM5, 
respectivamente, implican una disminución de un orden de magnitud o más en 
la fuerza de interacción, sugiriendo un efecto sinérgico de la presencia de 
ambos residuos de Met del sitio 1 en la unión de Cu(I). La mayor afinidad del 
motivo 1MDVFI5 respecto al motivo 1IDVFM5 podría deberse a la participación 
del grupo amino-terminal del residuo de Met1 como ligando secundario, ya que 
el nitrógeno amino ha sido reportado como ligando débil de Cu(I) en otros 




complejos de Cu(I).195 Sin embargo, no hay evidencias de que dicho grupo 
amino sea un ligando activo en el motivo 1MDVFM5, probablemente debido a 
restricciones conformacionales. 
Estos resultados están en completo acuerdo con los reportes previos 
dirigidos para entender las características de unión de Cu(I) a sitios ricos en 
residuos de Met y donde la interacción con el ion Cu(I) ocurre exclusivamente 
vía coordinación de los grupos tioéter.196 Utilizando péptidos conteniendo el 
motivo de unión Met-Xn-Met que simulan la secuencia de PcoC, una proteína 
que otorga resistencia a cobre de bacterias, mediante experimentos de 
espectrometría de masas y ensayos cinéticos, se determinaron afinidades en el 
rango 20-45μM para complejos del tipo S-Cu(I)-S.196 La afinidad comparable 
entre el complejo S-Cu(I)-S determinada para péptidos Met-Xn-Met y el sitio 1 
del complejo AS-Cu(I) indica que la unión de Cu(I) al motivo 1MDVFM5 
ocurriría de manera exclusiva a través de los átomos Sδ de los residuos de Met1 
y Met5. Consistentemente, a través de estudios de que involucran péptidos 
modelos de AS mediante un enfoque de espectroscopias de absorción de rayos 
X, se ha reportado recientemente un modo de coordinación del tipo 2S2O para 
la interacción Cu(I) con el sitio 1 de AS.197 Complementado con espectroscopia 
de RMN y cálculos estructurales, se concluyó como ligandos principales los 
átomos Sδ de los residuos de Met1 y Met5 y se observó que la incorporación de 
un átomo O de la cadena lateral de Asp2 estabilizaba notablemente el complejo 
modelado, sugiriendo al residuo Asp2 como potencial ligando secundario, 
aunque no hubiera evidencias experimentales robustas.192,197 
Respecto al sitio 2 de unión a Cu(I) en AS, se demostró conclusivamente 
que el mismo posee como sitio primario de anclaje al residuo de His50. Los 
estudios confirmaron que el ligando principal es el anillo imidazol de la cadena 
lateral. Asimismo, se realizó un control interno del pH para asegurar que los 
cambios de las señales de RMN respondan a la presencia de Cu(I) y no a 
cambios de pH debido inconvenientes experimentales. Se determinó que los 




cambios de pH son insignificantes y que la curva de titulación responde 
íntegramente a la unión de Cu(I). El rol del residuo de His50 en la unión de 
Cu(I) es un descubrimiento importante de este trabajo de tesis que necesitará 
ser profundizado en futuras investigaciones. Se sugiere que el residuo de His50 
podría tener un fuerte rol fisio-patológico, dado que se postula la existencia de 
un bucle funcional en la región alrededor del residuo de His50, que se ve 
alterado por la mayoría de las mutaciones hereditarias de la enfermedad de 
Parkinson (E46K, H50Q, G51D y A53T).23,198–200 A su vez, la interacción del 
residuo de His50 con diferentes ligandos, o la modificación oxidativa del 
mismo, podría tener efectos directos sobre las propiedades fisicoquímicas de 
dicha región que podrían alterar la agregación amiloide de la proteína.  
Finalmente, se determinó que el sitio 3 es un sitio que une un único 
equivalente de Cu(I), donde ambos residuos de Met116 y Met127 juegan un rol 
esencial en la química de coordinación, ya que la mutación de cualquiera de 
ambos residuos afecta dramáticamente su afinidad por el ion metálico. 
Nuestros estudios revelan que las preferencias de unión de los iones Cu(I) por 
los sitios de Met en las regiones N- y C-terminal difieren sustancialmente, en 
contraposición con estudios previos.192 De hecho, los iones Cu(I) se unen 
preferentemente al motivo 1MDVFM5 por sobre el motivo 
116MPVDPDNEAYEM127. Nuestros descubrimientos son consistentes con 
trabajos anteriores que indican que la afinidad de sitios Met-Xn-Met por iones 
Cu(I) depende no sólo del número de residuos de Met involucrados, sino 
también del número de aminoácidos que los separan.194,196,201,202 Efectivamente, 
en péptidos modelos conteniendo dos residuos Met, la afinidad varió desde 
20μM a 45μM cuando el numero interviniente de aminoácidos entre ambos 
residuos de Met cambió de dos a cinco, respectivamente.196 En consecuencia, 
sería de esperar un efecto aún más drástico cuando se compara la afinidad del 
Cu(I) por el motivo 1MDVFM5 por el fragmento 116MPVDPDNEAYEM127, tal 
cual lo demuestran nuestros resultados.  




Otro aspecto que contribuye a explicar las discrepancias entre los 
resultados reportados aquí y aquellos publicados por otro grupo surge de la 
utilización de iones Ag(I) como modelo iónico de Cu(I). Las limitaciones de este 
modelo han sido descritas por estudios de competición, basados en 
espectrometría de masas, RMN y dicroísmo circular, que demostraron que los 
residuos de Met poseen una mayor preferencia por iones Ag(I) que por iones 
Cu(I).194 Incluso, dichos estudios indicaron que de acuerdo con las considerables 
diferencias en los radios iónicos efectivos de dichos iones metálicos, Ag(I) 
podría inducir mayores cambios estructurales.194 En su conjunto, nuestros 
resultados demostraron que las conclusiones derivadas de estrategias usando 
iones Ag(I) y péptidos sintéticos como único enfoque para describir los efectos 
de la unión de Cu(I) a proteínas intrínsecamente desordenadas deben ser, al 
menos, interpretados con cautela.   
Los valores de Kdapp medidos indican una afinidad relativamente baja de 
AS por iones Cu(I) respecto a otras metalo-proteínas o chaperonas de Cu(I); sin 
embargo, el entorno intracelular podría ser el encargado de proveer las 
condiciones necesarias para que AS acompleje Cu(I) in vivo. La proteína AS es 
expresada abundantemente en el cerebro, con niveles en el rango 
∼20−100μM.203,204 Incluso concentraciones fisiológicas de aproximadamente 
50μM se han reportados en los sinaptosomas cerebrales.205 Adicionalmente, las 
concentraciones de iones cobre a nivel intracelular pueden llegar a ser del orden 
de los 15μM en sinaptosomas y hasta 300 μM en vesículas sinápticas,144,206 donde 
se ha reportado que AS se encuentra mayormente  localizada y cumple un rol 
fisiológico.50 Estas concentraciones podrían ser aún más elevadas en 
condiciones patológicas donde el metabolismo normal de cobre podría 
encontrarse perturbado, como fue reportado en varios desordenes 
neurodegenerativos.207 Aunque las concentraciones de cobre intracelular libre 
esperado sería muy bajo debido a la coordinación con metalo-proteínas y 
chaperonas, en los últimos años ha habido una creciente evidencia de la 




presencia de un pool dinámico de iones cobre que estarían débilmente unidos a 
diferentes metabolitos y podrían llegar a estar disponible para interactuar con 
AS.208,209  
Finalmente, nos gustaría hacer notar que un cierto tipo de proteínas 
transportadoras de cobre, como Ctr1, coordinan iones Cu(I) vía sitios ricos en 
residuos de Met localizados en la membrana celular, con afinidades de unión de 
un orden similar al reportado aquí para la proteína AS. Estos hallazgos  
evidencian por un lado que la unión de Cu(I) por este tipo de motivos es 
funcional in vivo y por otro lado, propone compartimientos celulares donde AS 
podría competir activamente por Cu(I).194,196 En su conjunto, estos trabajos 
sugieren que las condiciones para la formación de complejos del tipo AS-Cu(I) 
pueden ser encontradas en el entorno celular y podría tener implicancias 
fisiológicas y/o patológicas que deben estudiarse con mayor profundidad. 




Capítulo 4 – Daño oxidativo en la proteína alfa-sinucleína catalizado por su 




Una gran variedad de estudios muestra que el estrés oxidativo juega un 
rol fundamental en el proceso de  neurodegeneración que caracteriza a la EP y 
otros desordenes relacionados. En el caso particular de la proteína AS, los 
eventos de oxidación dan lugar a consecuencias variada que van desde la 
inhibición de la agregación amiloide hasta la promoción la citotoxicidad.210–214 
Lamentablemente, los estudios se han focalizado solo en los efectos causados 
sobre las propiedades amiloidogénicas y/o citotóxicas de la proteína AS, 
obviando de esta forma la caracterización estructural alrededor del mismo. 
En lo que se refiere a la oxidación catalizada por la interacción de iones 
metálicos sobre la proteína AS, una serie de estudios han demostrado que el 
ciclo redox Cu(I)/Cu(II) es efectivo a la hora de catalizar la oxidación de los 
residuos Met1 y Met5 en la secuencia 1MDVFMK6 de AS.160 En este capítulo, 
abordamos en el estudio de este proceso con un enfoque donde prima la 
caracterización estructural de las modificaciones que derivan de la oxidación de 
la proteína AS catalizada por la cupla Cu(I)/Cu(II), empleando iones cobre 
como agente catalítico, AA como agente reductor fisiológico, y O2 como agente 
oxidante. Nuevamente la espectroscopia de RMN se constituye aquí como 
herramienta principal de nuestro análisis, permitiéndonos identificar en detalle 
los residuos de AS que resultan afectados por los agentes oxidantes 
involucrados así como las modificaciones químicas producidas sobre la 
proteína. En este contexto se analizó también el impacto de dichas 
modificaciones estructurales, sobre las propiedades amiloidogénicas de la 
proteína AS in vitro. 
 




4.2 Identificación de los residuos afectados en la proteína AS por la 
catálisis oxidativa mediada por iones cobre 
 
Con el fin de identificar residuos que resultan afectados como 
consecuencia del  proceso de catálisis oxidativo mediado por la interacción de la 
proteína AS con iones cobre en sus estados oxidado y reducido, se procedió a 
generar daño oxidativo sobre la proteína mediante una estrategia basada en el 
uso de la terna cobre-AA-O2. A posteriori, el daño oxidativo fue detenido 
mediante el agregado de un exceso de EDTA. El EDTA suprime la reactividad 
del cobre en solución a través de su potente efecto quelante sobre el mismo, a la 
vez mantiene a AS en su estado libre de iones metálicos, facilitando un mejor 
análisis experimental. Para investigar el daño oxidativo producido sobre la 
proteína AS, los cambios moleculares se monitorearon mediante el análisis de 
las señales de protones en experimentos 1D 1H RMN. Luego de la inducción de 
daño oxidativo y el agregado de EDTA, el único cambio observado fue una 
disminución sustancial en la intensidad de las señales de los protones Hε de los 
residuos de Met de la región N-terminal de AS (Figura 4.1). En contraste, las 
señales de los protones Hε de los residuos de Met de la región C-terminal y las 
señales de los demás residuos susceptibles a daño oxidativo (por ejemplo 
residuos de His o Tyr) se mantuvieron prácticamente inalterados. La asignación 
específica de las señales de los protones Hε correspondiente a los cuatro 
residuos de Met en AS fue posible gracias a la utilización de variantes con 
mutaciones puntuales en los residuos de Met (M5I AS, M116A AS y M127A 
AS). Los protones Hε son apropiados para el monitoreo del estado de oxidación 
de los residuos de Met dado que el valor de δ de los mismos depende 
fuertemente del estado de oxidación del átomo Sδ de la cadena lateral.215 Así, el 
valor de δ para el protón Hε es de aproximadamente 2.1-2.2ppm para residuos 
de Met, 2.7-2.8ppm para residuos de Met oxidados a la especie sulfóxido 
(incorporación de un átomo de oxígeno) y 3.1-3.2ppm para residuos de Met 




oxidados a la especie de sulfona (incorporación de dos átomos de oxígeno). La 
disminución observada en intensidad de las señales de los residuos Met 
reducidos en las condiciones experimentales de nuestros estudios puede ser 
atribuida, en primer instancia, a la ocurrencia de un daño oxidativo residuo-
específico en los residuos de Met de la región N-terminal de AS. 
Con el fin de confirmar dicha hipótesis e identificar las especies oxidadas 
de los residuos de Met, utilizamos el monitoreo por la técnica de RMN de los 
valores de δ de los protones Hε en los residuos de Met y el análisis por 
espectrometría de masas de los productos de oxidación tanto en la proteína 
silvestre como en distintas especies mutantes de la misma y péptidos sintéticos.  
Inicialmente, se realizaron experimentos 1H-13C HSQC sobre la proteína 
H50A 1-108 AS. Se decidió utilizar está variante proteica para analizar 
exclusivamente los fenómenos que suceden en la región N-terminal, sin 
interferencias del residuo de His50 y de los residuos de Met de la región C-
terminal, los cuales poseen capacidad de unión a cobre y podrían interferir en el 
análisis. Las correlaciones Hε-Cε de los residuos Met1 y Met5 en sus estados 
reducidos y oxidados fueron bien resueltos y pudieron ser asignados 
inequívocamente mediante RMN (Figura 4.2). Se realizó el mismo 
procedimiento experimental de oxidación catalizada por cobre previamente 
Figura 4.1. Análisis por RMN de la oxidación catalizada por cobre de AS. 
Espectros 1D 1H NMR de AS 100µM en ausencia (negro) y presencia (azul) de 
1 equivalente de Cu(I), seguido de 5h de exposición al aire y agregado de 
EDTA 5mM. Las señales correspondientes a los protones Hε de Met1, Met5, 
Met116 y Met127 fueron rotuladas. 
 




descrito, y se pudo observar en dichos experimentos que, asociado con la 
atenuación de las intensidades de las correlaciones Hε-Cε para  los residuos de 
Met1 y Met5, se detectó la presencia nuevas correlaciones del tipo Hε-Cε 
localizadas alrededor de 2.75ppm (1H) y 9ppm (13C) (Figura 4.2). Dado que estos 
valores de δ son típicos de residuos de Met en su forma sulfóxido,215 los 
experimentos demostraron claramente que la oxidación específica de los 
residuos de Met1 y Met5 catalizada por iones cobre produce mayoritariamente 
residuos de Met sulfóxido (MetOX). Paralelamente, el análisis comparativo de las 
intensidades de resonancias de Met1 y Met5 antes y después de las condiciones 
de exposición a oxígeno sugiere una oxidación más rápida de Met1. 
 
Con el fin de confirmar la ausencia de formación de especies sulfona en los 
residuos de Met afectados por la oxidación catalizada por cobre, se utilizó 
complementariamente la técnica de espectrometría de masas. El estado final de 
oxidación fue confirmado por un análisis MALDI-TOF utilizando muestras de 
los péptidos M1I P1AS y M5I P1AS sometidas a oxidación catalizada por cobre 
y tratadas posteriormente con EDTA, con el fin de realizar un análisis 
comparativo con el péptido P1AS, como fue previamente reportado (Figura 
4.3).160 Luego del proceso controlado de oxidación de los péptidos M1I P1AS y 
Figura 4.2. Análisis por RMN de la oxidación catalizada por cobre de H50A 
1-108 AS. Se muestran los espectros superpuestos 1H-13C HSQC de H50A 1-108 
AS 50µM en ausencia (negro) y presencia (azul) de daño oxidativo catalizado 
por cobre. Los experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 
10% D2O y 15°C, luego del agregado de EDTA 5mM. 
 




M5I P1AS, se observó la aparición de señales de m/z 767.4 que corresponden a 
péptidos con la incorporación de un único átomo de oxígeno (Figura 4.3). La 
oxidación a Met sulfona (m/z 783.4) no fue observada bajo las condiciones de 
nuestros estudios. 
 
Finalmente, con el fin de estudiar y dilucidar la susceptibilidad frente a la 
oxidación de los residuos Met1 y Met5, se estudió la oxidación de los péptidos 
P1AS, M5I P1AS y M1I P1AS unidos a Cu(I) en función del tiempo. A partir del 
análisis de la intensidad de las señales de los protones Hε de Met1OX y Met5OX 
del péptido P1AS bajo oxidación catalizada por cobre, se hizo evidente que la 
velocidad de oxidación parece ser al menos dos veces más rápida para el 
residuo de Met1 (t1/2 ~7h) que para el residuo de Met5 (t1/2 ~15h) (Figura 4.4A). 
Del mismo modo, los resultados derivados del análisis de las variantes M5I 
P1AS y M1I P1AS revelan que la velocidad de oxidación del residuo de Met1 es 
Figura 4.3. Análisis por MALDI-TOF de la oxidación catalizada por cobre de 
AS. A-B. Datos de MALDI-TOF de M5I P1AS y M1I P1AS luego de la 
exposición a la oxidación catalizada por cobre. Los experimentos fueron 
adquiridos en solución amortiguadora B. En ambos casos, se observan los 
picos correspondientes a la masa de los péptidos mono-oxidados. En la tabla 
se muestran los valores observados de los péptidos modelos. *Adaptado de 
Binolfi et al.9 
 
 Péptido Masa (H+) MetOX (H+) 
P1AS* 769.35* 785.33* 
M1I P1AS  751.41 767.41 
M5I P1AS  751.41 767.41 




mayor que la del residuo de Met5 (Figura 4.4A). Este análisis fue posible debido 
a que las resonancias de los protones Hε de los residuos MetOX aparecen en una 
región muy bien resuelta del espectro 1D 1H RMN, permitiendo la asignación 
de cada residuo (Figura 4.4B). La detección de un doblete para los protones Hε 
de Met1OX es debido a la presencia de diasteroisómeros no equivalentes, 
mientras que Met5OX presenta una única señal que resulta de diasteroisómeros 
prácticamente superpuestos. La detección de diastereoisómeros se debe a que el 
átomo Sδ de los residuos de MetOX es un centro quiral dado que posee un par 
Figura 4.4. Análisis por RMN de la oxidación de P1AS y sus variantes 
catalizada por cobre. A. El nivel de oxidación de los residuos Met fue 
monitoreada mediante la integración de las señales correspondientes a los 
protones Hε de Met1OX (barras negras) y Met5OX (barras grises) en función del 
tiempo. Los experimentos fueron realizados utilizando péptidos 50μM en 
presencia de 0.8 equivalentes de Cu(I), bajo condiciones aeróbicas, en solución 
amortiguadora A, 100% D2O y 15°C. B. Se muestra la región 2.66-2.80ppm, 
característico de los protones Hε de los residuos MetOX. C. Esquema 
representando las estructuras de los diastereoisómeros de residuos MetOX. D. 
Esquema representando las estructuras de resonancia de residuos MetOX.  
 




libre de electrones que establece una geometría tetraédrica (Figura 4.4C).215 
Complementariamente, se observó que las señales de los protones Hε de los 
residuos de MetOX son insensibles a la presencia de Cu(I), implicando la 
incapacidad de dichos residuos de unir Cu(I) y la posibilidad metodológica de 
no necesitar el agregado de EDTA para cada medición. Esto se debe a que el 
átomo S de un tioeter, como en un residuo de Met, es un buen dador de 
electrones por lo que tiene buena capacidad de coordinación de Cu(I), mientras 
que el átomo S de un sulfóxido, como en un residuo de MetOX, posee 
componentes de simple enlace y enlace iónico que resultan en una densidad de 
carga positiva sobre el átomo S tornándolo incapaz de coordinar un ión blando 
como lo es el Cu(I) (Figura 4.4D).216–218  
Teniendo en cuenta los experimentos discutidos en esta sección, se pudo 
concluir que la oxidación catalizada por iones cobre es capaz de inducir daño 
oxidativo sobre la proteína AS  dando lugar a modificaciones del tipo sulfóxido 
que afectan fundamentalmente al residuo de Met1 y, en menor proporción,  al 
residuo de Met5. 
 
4.3 Motivos químicos involucrados en la oxidación específica de Met1 
 
Con el fin de determinar el mecanismo sitio-específico de oxidación 
catalizada por cobre, se analizó la influencia de la presencia o ausencia de 
ciertos motivos químicos en la proteína. Así, para analizar el rol de los átomos 
Sδ de los residuos de Met1 y Met5 y el átomo de N del grupo amino-terminal, 
se utilizaron las variantes peptídicas M1I P1AS, M5I P1AS y P1AS acetilado en 
su extremo amino-terminal (acP1AS), respectivamente. El grupo amino-
terminal se bloqueó mediante acetilación y se incluyó en el análisis debido a 
que, siendo el ligando principal de Cu(II), podría tener un rol importante en el 
ciclado redox Cu(I)/Cu(II). A tales fines, se realizaron experimentos de 1D 1H 
RMN para analizar la evolución de las resonancias de los protones Hε en los 




residuos de Met de la especie unida a Cu(I) para los péptidos P1AS, M1I P1AS, 
M5I P1AS y acP1AS, en idénticas condiciones experimentales. Se procedió a  
cuantificar el área de la señal correspondiente al protón Hε de los residuos de 
Met del complejo con Cu(I) y la misma se evaluó en función del tiempo (Figura 
4.5). En este caso, la desaparición de la señal del complejo con Cu(I) equivale a 
la aparición de la señal de la especie oxidada, sin embargo, se eligió monitorear 
esta señal debido a que la incorporación del péptido acP1AS dificulta el análisis 
comparativo ya que presenta diferencias en δ de las señales Hε de Met1OX. Se 
observó que las caídas de intensidad, y por ende, las cinéticas de oxidación 
podían ser separadas en dos grupos bien diferenciados. Una cinética rápida, 
que agrupa los péptidos P1AS y M5I P1AS y una cinética lenta que agrupa los 
péptidos M1I P1AS y acP1AS (Figura 4.5). La presencia de dos cinéticas de 
oxidación es indicativa de la existencia de dos mecanismos de oxidación 
diferentes. Se postuló que la cinética rápida, respondería a un mecanismo sitio-
Figura 4.5. Análisis por RMN de la oxidación de P1AS y sus variantes 
catalizada por cobre. La oxidación de los residuos Met de P1AS 100μM 
(negro), M5I P1AS (naranja), M1I P1AS (verde) y acP1AS (azul) en presencia 
de 0.8 equivalentes de Cu(I), fue monitoreada mediante la integración de las 
señales correspondientes a los protones Hε de Met1 y Met5 en sus estados 
unidos a Cu(I) (2.10-2.25 ppm). Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora A, 100% D2O y 15°C. 
 




específico de oxidación catalizada por el cobre unido a los péptidos, mientras 
que la cinética lenta respondería a una oxidación inespecífica de ROS 
provenientes del medio oxidante. Las características que comparten las especies 
P1AS y M5I P1AS son: la presencia del átomo Sδ de Met1, ligando esencial en la 
unión de Cu(I) y el grupo amino-terminal, ligando esencial en la unión de 
Cu(II). Mientras que las variantes M1I P1AS y acP1AS, carecen de uno de 
dichos grupos esenciales, el átomo Sδ de Met1 y el grupo amino-terminal, 
respectivamente. Por otro lado, experimentos controles realizados en atmosfera 
de N2, es decir en ausencia de O2, no muestran oxidación significativa de los 
residuos de Met. Estas evidencias  indican que tanto el oxígeno molecular como 
el N del grupo amino-terminal y el Sδ de Met1 son componentes esenciales del 
mecanismo sitio-específico de la oxidación catalizada por cobre de AS. 
 
4.4 Determinación de las propiedades amiloidogénicas de Met1OX AS  
 
A fin de determinar que implicancias tiene la oxidación específica de Met1 
catalizada por cobre sobre las propiedades amiloidogénicas de AS, se 
optimizaron las condiciones de oxidación con el fin de obtener y purificar la 
proteína AS con el residuo de Met1 en su forma sulfóxido (Met1OX AS). Con el 
fin de purificar dicha especie, se realizó una oxidación controlada con niveles 
subestequiométricos de cobre para permitir la completa oxidación del residuo 
de Met1 intentando mantener inalterados los otros residuos de Met. La reacción 
se evaluó en función del tiempo mediante la técnica de RMN de manera que 
una vez completa la oxidación de Met1 se detuvo la reacción mediante el 
agregado de EDTA (Figura 4.6). Realizando un intercambio de solución 
mediante diálisis, la especie Met1OX AS se purificó y separó de los reactivos y 
productos secundarios de la reacción de oxidación, tales como iones cobre, AA, 
ROS y especies oxidadas del buffer.  
 




Una vez purificada y cuantificada la variante Met1OX AS, se realizó un 
experimento de agregación amiloide con el fin de analizar el efecto que tiene la 
oxidación de Met1 sobre el potencial amiloidogénico de AS. La agregación 
amiloide fue monitoreada por dos técnicas complementarias, un ensayo de 
consumo de monómero y un ensayo de fluorescencia de ThioT. El ensayo de 
consumo de monómero permite monitorear mediante RMN la cantidad de 
monómero de AS que permanece en solución, dado que para esta técnica las 
especies oligoméricas de mayor tamaño molecular resultan invisibles y por 
ende no pueden ser detectadas. Por el contrario, y de manera complementaria,  
el ensayo de ThioT permite detectar la formación de fibras amiloides, debido a 
que el compuesto ThioT fluoresce al interaccionar con las estructuras 
características de lámina beta cruzada de las fibras amiloides.  
Se realizó el ensayo de consumo de monómero de Met1OX AS de manera 
comparativa a AS, con el fin de poder monitorear el comportamiento de la 
especie monomérica en solución y complementariamente se tomaron alícuotas a 
distintos tiempos de agregación para analizar la formación de especies fibrilares 
mediante el ensayo de fluorescencia de ThioT (Figura 4.7). En las muestras 
analizadas, se observó que Met1OX AS presentó una cinética de agregación 
Figura 4.6. Generación y purificación de Met1OX AS. Espectros 1D 1H RMN 
de AS (negro) y Met1OX AS (celeste) luego del paso final de diálisis conjunta. Se 
muestra la región 1.90-2.15 ppm donde se encuentran los Hε de los residuos de 
Met, permitiendo el monitoreo del estado de oxidación de dichos residuos. 
 




amiloide diferente a la especie AS (Figura 4.7A-B). Se observó que la cinética de 
agregación de Met1OX AS es mucho más lenta (t1/2 ~42h) que la de AS (t1/2 ~15h) y 
finaliza con un contenido mayor de monómero soluble final (70% para Met1OX 
AS y 30% para AS). Por otro lado, se observó que la caída de monómero de AS 
fue acompañada por un incremento de fluorescencia de ThioT, mientras que no 
hubo incremento significativo de fluorescencia de la muestra Met1OX AS en el 
tiempo de análisis experimental (Figura 4.7C). Además, se analizó la diferencia 
entre los estados iniciales y finales de agregación, de los valores de intensidad 
Figura 4.7. Análisis del proceso de agregación amiloide de Met1OX AS. A. El 
panel muestra el decaimiento de la intensidad del monómero en función del 
tiempo de AS (negro) y Met1OX AS (celeste). B. Se ejemplifica la disminución 
de intensidad de la región alifática en función del tiempo de AS (de negro a 
gris) y Met1OX AS (de celeste a gris), para los tiempos: 0, 15, 19, 23, 39, 63 y 
135h. C. Monitoreo de la intensidad de fluorescencia de una alícuota de 5μL 
de AS (negro) y Met1OX AS (celeste) tomada del tubo de RMN a distintos 
tiempos y diluida en una solución de 20μM de ThioT. D. Diferencia de 
parámetros entre los estados finales e iniciales de AS (negro) y Met1OX AS 
(celeste) respecto a la intensidad de fluorescencia de ThioT (izquierda), 
densidad óptica a 600nm (derecha). 
 




de fluorescencia de ThioT y de densidad óptica a 600nm (Figura 4.7D). El 
aumento de fluorescencia es indicativo de aparición de especies fibrilares, 
mientras que la absorbancia o densidad óptica es indicativa de especies de gran 
tamaño (oligómeros, agregados amorfos y fibras amiloides). Se observó un 
aumento considerable de fluorescencia y OD para AS, indicativo de la 
formación de fibras amiloides, mientras que se observó un aumento menor pero 
significativo de OD para Met1OX AS. Estas evidencias en conjunto con los 
ensayos de consumo de monómero y ThioT, indican que Met1OX AS transita un 
mecanismo de agregación no amiloide, con formación de especies oligoméricas 




Para contribuir al esclarecimiento del rol de la oxidación catalizada por 
metales en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas, estudiamos la 
oxidación catalizada por iones cobre en la proteína  AS. En nuestros estudios, 
utilizamos AA como agente reductor debido a que: (1) AA mostró ser un 
reductor eficiente de sitios de Cu(II) en metalo-enzimas y proteínas 
amiloidogénicas,196,219 (2) con respecto al potencial redox reportado del complejo 
AS-Cu(II) (E = 0.018V vs Ag/AgCl), se demostró que AA (E = −0.145V vs 
Ag/AgCl) puede reducir directamente AS-Cu(II) a AS-Cu(I),160 y (3) altos niveles 
de AA fueron reportados en el medio intracelular de las neuronas.155,220 
Nuestros experimentos demuestran que la formación de complejos AS-Cu(I) en 
condiciones que favorecen el ciclado redox del par Cu(I)/Cu(II) conduce a la 
oxidación selectiva del residuo de Met1 a su forma sulfóxido, mientras que a 
mayor nivel de exposición la oxidación inespecífica del residuo Met5 se torna 
significativa. 
 La especificidad sobre Met1 podría deberse a que dicho residuo participa 
en la coordinación de ambos estados de los iones cobre, léase Cu(II) y Cu(I), 




resultando en una exposición directa a los ROS generados en el ciclado redox 
Cu(I)/Cu(II). Incluso, la mayor susceptibilidad del residuo de Met1 hacia la 
oxidación puede reflejar la existencia de un estado redox activo AS-Cu(I) 
poblado por confórmeros en el cual la interacción de Met1 con ambos estados 
de oxidación de cobre resulta fuertemente favorecido. En este sentido, 
recientemente fue reportada la formación de confórmeros redox activos y poco 
poblados de Aβ-Cu(I) que son capaces de atravesar rápidas transferencias 
electrónicas y catalizar la producción de ROS.221 La coordinación química de 
dicho estado redox activo se ha demostrado que es diferente al confórmero más 
poblado de Aβ-Cu(I), mientras que el carácter transitorio de este estado explica 
porque no fue posible detectarlo a través de estudios espectroscópicos de Aβ-
Cu(I) y Aβ-Cu(II).221 Este puede ser un escenario posible para la proteína AS, 
donde los ligandos principales como el átomo N del grupo amino-terminal y el 
átomo Sδ de Met1, podrían ser esenciales y de algún modo favorecerían la 
oxidación de Met1 catalizada por cobre. El hecho de que la modificación de 
motivos químicos de los péptidos afecten la velocidad de la reacción sitio-
específica de oxidación catalizada por cobre implica que la misma debe 
responder directamente a la oxido-reducción de la dupla Cu(I)/Cu(II) 
acomplejado a la proteína. Si bien no existen datos robustos que sustenten que 
algún ligando de los sitios de coordinación para Cu(I) y para Cu(II) en AS se 
comparta, lo que permitiría la oxidación directa sin cambio de coordinación 
(Figura 4.8A,F), nosotros sugerimos que debe existir algún intermediario con 
capacidad de unir ambos estados de oxidación con relativa estabilidad y que 
permita la oxido-reducción Cu(I)/Cu(II), como fue propuesto para Aβ,221 y 
catalice la oxidación de la proteína in situ. Es por esta razón que propusimos un 
mecanismo de reacción sitio-específico de oxidación catalizada por cobre de AS 
(Figura 4.8), incluyendo un intermediario de coordinación Cu(I)/Cu(II) 
alternativo que involucra el N del grupo amino-terminal y el átomo Sδ de Met1: 
el complejo S-Cu(I)-S de AS (A) estaría en equilibrio con pequeñas poblaciones 




de complejos monodentados S-Cu(I) (B), los cuales se comportarían como los 
péptidos mutantes M1I P1AS y M5I P1AS. El grupo amino-terminal actuaría 
como una base de Lewis, atacando con su par libre de electrones al Cu(I) unido 
al átomo Sδ de Met1 (B), y formando un complejo estable S-Cu(I)-N.195 El 
complejo S-Cu(I)-N formado (C) podría aceptar al oxígeno molecular como 
ligando adicional (D) y permanecer en equilibrio con la formación de la unión 
Cu(II)-O2 radical superóxido (E).222,223 El grupo amino-terminal es esencial en 
este proceso ya que es el ligando de anclaje principal del sitio de Cu(II) y actúa 
como estabilizador del mismo. Cuando dicha amina esta acetilada (como en el 
caso del péptido acP1AS), el producto es una amida incapaz de actuar como 
base de Lewis, es decir, no se forman los intermediarios necesarios para la 
estabilización de Cu(II). El radical superóxido podría generar un enlace de tres 
Figura 4.8. Mecanismo sitio-específico de reacción propuesto de la oxidación 
de AS catalizada por cobre. A. Complejo S-Cu(I)-S de AS reportado. B. 
Complejos minoritarios S-Cu(I) en equilibrio. El grupo amino-terminal, 
actuando como base de Lewis, ataca a S-Cu(I) de Met1. C. Complejo estable S-
Cu(I)-N. D. El complejo S-Cu(I)-N acepta una molécula de O2 como ligando 
adicional. E. Complejo Cu(II)-O2●− (radical superóxido) en equilibrio. El radical 
superóxido genera un enlace de tres electrones con el átomo Sδ de Met1. F. 
Oxidación de Met1 y formación del sitio de Cu(II) reportado. 
 




electrones con el átomo Sδ de Met1, provocando una posterior oxidación de 
Met1 y una generación de ROS como subproductos de reacción (F).224 Una vez 
oxidado Met1, este residuo perdería la capacidad de unir Cu(I) y el Cu(II) 
formado forzaría la reorganización de los ligandos hacía aquel sitio de mayor 
estabilidad reportado (F).168 Este mecanismo sitio-específico explicaría la 
oxidación catalizada por cobre del residuo Met1 de la proteína AS, y al mismo 
tiempo, explicaría la generación de ROS en las cercanías de la reacción que 
podrían afectar al residuo Met5 de manera inespecífica, y por cuestiones de 
distancia se vería más afectado que los residuos Met116 y Met127. Sin embargo, 
experimentos complementarios son necesarios para confirmar y desentrañar las 
bases moleculares y electroquímicas de los intermediarios de la reacción de 
oxidación catalizada por cobre.  
Complementariamente, hemos demostrado que la oxidación del residuo 
de Met1 es suficiente para provocar cambios en las propiedades 
amiloidogénicas de AS, inhibiendo la formación de fibras amiloides y 
promoviendo en cierta medida la estabilización de especies oligoméricas. El 
hecho de que la oxidación de un único residuo tenga efectos tan pronunciados 
podría explicarse por las modificaciones en tendencia estructural que provoca 
la oxidación de los residuos de Met. Se ha reportado que la sola conversión de 
residuos Met a MetOX, transforma un péptido capaz de adoptar conformaciones 
de hélice alfa en uno capaz de adoptar conformaciones de lámina beta.225 Este 
mismo escenario fue observado en AS, donde los residuos Met1 y Met5 otorgan 
una tendencia helicoidal leve que se anula al cambiar la naturaleza de los 
residuos mediante oxidación.226 Este cambio estructural podría desestabilizar 
y/o estabilizar conformaciones necesarias para la formación de fibras amiloides 
y/u oligómeros, respectivamente. 
Como fue propuesto por varios autores, las modificaciones oxidativas en 
la proteína AS tendrían un rol importante en la agregación amiloide y 
numerosos estudios se han enfocado en la comprensión de las consecuencias 




fisiopatológicas derivadas de la oxidación de la proteína AS.212,227 En el 
particular caso de la oxidación que involucra a los residuos de Met, fue 
sugerido que esta modificación inhibe la formación de fibras amiloides 
promoviendo la formación de oligómeros estables.165,166,210,228,229 Además, un 
trabajo reciente de Bax y colaboradores demostró que la oxidación de los 
residuos Met1 y Met5 de AS mediada por lípidos peroxidados, afectaban 
sustancialmente las propiedades de unión a membranas de la proteína AS.230 
Por otro lado, se reportó que la oxidación los residuos de Met permite inhibir la 
degradación de oligómeros a través de la vía de autofagia y la degradación 
proteosomal de AS.116,212,231 Los residuos críticos detrás de este fenómeno 
resultaron ser los residuos de Met1 y Met5, ya que la interacción de AS con la 
subunidad C8 del proteosoma ocurre a través de la región N-terminal de AS.231 
Esta evidencia fue utilizada para hipotetizar que la oxidación de AS provocaría 
un aumento en la población citosólica de AS capaz de oligomerizar 
rápidamente.227 Esta evidencia biológica indica que existiría un balance 
complejo de especies de AS en células bajo estrés oxidativo, y por ende el 
conocimiento de las bases mecanísticas y estructurales detrás de la formación 
de dichas especies resulta clave para el entendimiento de los eventos 
moleculares que guían la agregación amiloide. 
Recientemente, se ha descrito que la proteína AS en condiciones normales 
y fisiológicas sufriría la modificación post-traduccional de acetilación del 
extremo amino-terminal,232 provocando una reducción en la capacidad de unión 
de Cu(II)172 y probablemente bloqueando la oxidación catalizada por cobre de 
AS como se ha visto para el péptido acP1AS. Sin embargo, en condiciones 
patológicas, podría ser posible un  escenario donde la coordinación de cobre y 
posterior oxidación de Met1 fuera más rápida que la acetilación del mismo. La 
oxidación de Met1 cambiaría las propiedades fisicoquímicas del motivo 1MD2 
necesario para la acetilación233 y promovería una acumulación de una población 
de Met1OX AS resistentes a la acetilación con las propiedades recién descritas. 




Nuestros hallazgos sustentan un mecanismo a través del cual la 
interacción de AS con los iones cobre, en presencia de un agente reductor 
fisiológico como AA, podría catalizar el daño oxidativo de los residuos de Met, 
previniendo la interacción de AS con membranas, estabilizando la formación de 
oligómeros, inhibiendo su degradación y permitiendo la acumulación de un 
conjunto de moléculas de AS con propiedades estructurales diferentes. La 
oxidación de los residuos de Met genera un centro asimétrico, MetOX (R) y MetOX 
(S), los cuales pueden ser reducidos nuevamente a residuos de Met por 
reductasas de Met sulfóxido estéreo específica (MsrA y MsrB, 
respectivamente).212,227,234,235 De las mismas, MsrA fue encontrada capaz de 
reparar eficientemente solo las modificaciones que involucran a Met5OX, siendo 
ineficaz frente a Met1OX de AS, sugiriendo que una población de Met1OX AS 
permanecería modificada más tiempo de lo usual.230 En su conjunto, las 
evidencias discutidas en esta sección sugieren que la unión de cobre a la región 
N-terminal de AS y el daño oxidativo que resultaría de dicha interacción podría 
jugar un papel de relevancia en la neurodegeneración asociada a la proteína AS 
y el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. 
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En el capítulo 3 se describió la interacción entre el ion Cu(I) y la proteína 
AS con un enfoque estructural y en términos de las afinidades relativas de los 
sitios de unión para el metal identificados en la proteína. Sin embargo, el 
estudio in vitro tiene sus limitaciones si no se considera el contexto fisiológico 
en el cual ocurriría la potencial interacción entre la proteína AS y el ion Cu(I). 
Una de las cuestiones a considerar emerge de la reciente observación que indica 
que la proteína AS existiría  in vivo como una variante acetilada en su extremo 
N-terminal (acAS).232 La acetilación de la proteína ocurre vía la enzima N-
terminal acetil transferasa B (NatB), cuya función es acetilar el grupo amino-
terminal de los residuos de Met1 en el marco de la  secuencia consenso 1MD2 y, 
en menor medida, 1ME2.233 Recientemente, ha sido reportado que la acetilación 
del grupo amino-terminal de AS confiere a la proteína una mayor tendencia a 
adquirir elementos de estructura secundaria del tipo de hélice alfa, así como un 
aumento en su afinidad de unión a vesículas lipídicas,171,236,237 a la vez  que no 
ejerce ningún tipo de influencia sobre el potencial amiloidogénico de la proteína 
y de la morfología de sus fibras. 171,236 
Por otro lado, cabe remarcar que la acetilación del grupo amino-terminal 
en AS cancela completamente la unión del ion Cu(II) al sitio 1 o de alta afinidad, 
por lo que la influencia de este ion metálico sobre la amiloidogénesis de la 
proteína AS es nula.172 Además, como hemos discutido en el capítulo 4 de este 
trabajo de tesis, la oxidación catalizada por cobre se encuentra notablemente 
disminuida como consecuencia de la acetilación y el bloqueo del sitio de unión 
a Cu(II) en la proteína. En este contexto, si bien el grupo amino-terminal de AS 
no está involucrado directamente en la coordinación de Cu(I), la modificación 
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química del residuo de Met1 y el ligero cambio en las preferencias 
conformacionales del segmento 1-6 en la variante acetilada de la proteína 
justifican una reevaluación de las propiedades de unión del ion Cu(I) a acAS. 
Por ende, en este capítulo se analizó detalladamente dicha interacción, así como 
el impacto de la misma sobre las preferencias conformacionales de la proteína 
acAS y su potencial amiloidogénico. 
 
5.2 Propiedades amiloidogénicas del complejo acAS-Cu(I) 
 
En primer lugar, se obtuvo una cepa transformante de E. coli BL21 que 
contiene los genes para la expresión de las proteínas NatB y AS. Esta cepa 
permite expresar y luego purificar la proteína AS acetilada en su extremo N-
terminal (acAS), haciendo uso de la metodología descripta en este trabajo de 
tesis.   
Al intentar analizar el impacto del ion Cu(I) sobre las propiedades 
amiloidogénicas de acAS, el  principal obstáculo con el que nos encontramos al 
medir la cinética de agregación amiloide es que la presencia de O2 actúa 
promoviendo la oxidación acAS, interfiriendo con el análisis del rol del ion 
Cu(I). En consecuencia, para lograr excluir el O2 en nuestros experimentos se 
optimizó una metodología alternativa en microplaca bajo atmosfera inerte, la 
cual además de permitir la preparación de las soluciones bajo una atmosfera 
libre de O2, hace posible la medición de ThioT sin exposición al aire atmosférico 
(ver “Agregación amiloide en microplaca” en Materiales y Métodos).  
Bajo estas condiciones experimentales, se observó una aceleración 
considerable de la cinética de agregación de acAS, aún en presencia de 
concentraciones sub-estequiométricas de Cu(I) (Figura 5.1A). Cada cinética de 
agregación responde a una curva típicamente sigmoidea de la cual es posible  
calcular los parámetros clásicos de velocidad de elongación (kapp) y tiempo 
medio de agregación (t1/2), utilizando el programa GraphPad (Figura 5.1B). Se 
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observó que el parámetro kapp fue el mayormente afectado, aumentando hasta 
seis veces en presencia de Cu(I) respecto al valor de referencia. El valor de t1/2 
disminuyó a valores menores de la mitad respecto de la referencia, como 
consecuencia principalmente del aumento de kapp y en menor medida de la 
disminución de la fase lag (calculada como el tiempo que se tarda en superar el 
5% de agregación). El análisis de dichos parámetros nos permite concluir que la 
principal influencia del ion Cu(I) sobre la cinética de agregación amiloide de 
acAS ocurre a nivel de la fase de elongación, muy probablemente mediante el 
favorecimiento de la formación de núcleos secundarios o de la adición de 
monómeros de acAS a las estructuras amiloides. La formación de núcleos 
primarios que condiciona principalmente la fase lag no estaría siendo afectada 
por la unión de Cu(I) por acAS. 
 
Figura 5.1. Análisis del proceso de agregación amiloide de acAS-Cu(I). A. 
Proceso de agregación amiloide analizado mediante el ensayo de agregación 
amiloide en microplaca. Se muestra la intensidad de fluorescencia 
normalizada en función del tiempo de acAS 25μM en presencia de 
concentraciones crecientes de Cu(I) (de negro a rojo: 0, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 
equivalente). B. Se muestran los valores de kapp y t1/2 para el ajuste sigmoideo y 
los valores de fase lag de cada condición. 
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5.3 Propiedades de unión de Cu(I) a la proteína acAS 
 
Con el fin de analizar si la acetilación del grupo amino-terminal altera o 
modifica la unión de Cu(I) a la proteína AS, se realizaron experimentos 1H-15N 
SOFAST-HMQC sobre la variante acAS enriquecida isotópicamente en átomos 
de 15N, en ausencia y presencia de dicho ion metálico (Figura 5.2A). A partir de 
este estudio, fue posible detectar variaciones importantes de los valores de Δδ 
Figura 5.2. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a acAS. A. Espectros 
superpuestos 1H-15N SOFAST HMQC de 15N acAS 50μM en ausencia (negro) y 
presencia (rojo) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron 
adquiridos en solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. B. Perfil de Δδ 1H-
15N de los grupos amida de acAS en presencia de 3 equivalentes de Cu(I). C. 
Espectros superpuestos 1H-13C HSQC de 13C acAS 300μM en ausencia (negro) y 
presencia (rojo) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron 
adquiridos en solución amortiguadora A, 100% D2O y 15°C. 
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de los residuos contenidos en el segmento 1-15 de la secuencia primaria de la 
proteína acAS, a la vez que se observaron efectos menores alrededor del 
residuo de His50, y en la región 115-129, en concordancia con los tres sitios de 
unión de Cu(I) descritos previamente para la proteína AS sin modificar (Figura 
5.2B). El análisis basado en los valores de δ de las cadenas laterales de acAS 
mediante 1H-13C HSQC reveló que luego del agregado de Cu(I), las resonancias 
mayormente afectadas correspondieron a los grupos Hγ−Cγ y Hε−Cε de Met1 y 
Met5 y, en menor medida, a las resonancias correspondientes al grupo Hβ−Cβ 
de His50 y a los grupos Hγ−Cγ y Hε−Cε de Met116 y Met127 (Figura 5.2C). 
Estos resultados demuestran que la acetilación del grupo amino-terminal no 
ejerce efecto alguno sobre la unión del ion Cu(I) al sitio 1, el cual se sigue 
constituyendo como el sitio de anclaje preferencial para dicho ion metálico 
también en la especie acAS.   
Paralelamente, se analizó la unión del ion Cu(I) al péptido acP1AS, 
utilizando experimentos 1D 1H RMN. Al realizar una titulación de Cu(I) sobre 
el péptido acP1AS, se observaron cambios importantes a nivel de los valores de 
δ de las señales Hε de los residuos de Met1 y Met5 (Figura 5.3A). Con el fin de 
efectuar un análisis comparativo con los experimentos obtenidos para acAS, se 
realizaron experimentos 1H-13C HSQC y se encontró que el patrón de los 
cambios en los valores de δ, de las señales de los grupos Hγ−Cγ y Hε−Cε de 
Met1 y Met5 y Hβ−Cβ de Phe4 en acP1AS reproduce fielmente el perfil  
encontrado para el complejo acAS-Cu(I) (Figura 5.3B). La similitud observada 
en la capacidad de coordinación de Cu(I) por acP1AS respecto de acAS, indica 
que la unión de dicho ion metálico al  sitio 1 ocurre de manera independiente a 
los otros dos sitios reportados. Del mismo modo, los estudios confirman que los  
átomos Sδ de los residuos de Met1 y Met5 son los ligandos de coordinación de 
Cu(I) en el sitio 1 de acAS, tal como sucede en el sitio 1 de AS. 




Finalmente, utilizando experimentos de RMN de detección directa de 13C 
(denominado 13C-15N HflipCON), fue posible analizar la formación del complejo 
acAS-Cu(I) a pH 7.4 y 37°C, condiciones que representan más fielmente las 
condiciones de pH y temperatura encontradas en el interior celular (Figura 
5.4A). El perfil de los cambios en los valores de Δδ 13C-15N resultó similar al 
obtenido para los grupos amida en el complejo acAS-Cu(I) en las condiciones 
de trabajo previamente utilizadas (Figura 5.4B). Esta observación indica que las 
conclusiones obtenidas de nuestros experimentos podrían ser representativas 
de lo que ocurriría en las condiciones del interior celular. 
Figura 5.3. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a acP1AS. A. Espectros 1D 
1H RMN de acP1AS 50μM en ausencia (negro) y presencia (rojo) de 3 
equivalentes de Cu(I). Se muestra la región alifática (2.00-2.40ppm) donde se 
encuentran los protones Hε de Met1 y Met5. B. Espectros superpuestos 1H-13C 
HSQC de acP1AS 800μM en ausencia (negro) y presencia (rojo) de 3 
equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en solución 
amortiguadora A, 100% D2O y 15°C. 
 





5.4 Estimación de los valores Kdapp para los sitios de unión a Cu(I) en 
acAS 
 
Con el fin de determinar los valores de Kdapp para los sitios de unión de 
Cu(I) en acAS, se realizaron titulaciones de Cu(I) sobre las variantes acAS y 
acP1AS. Para el caso de la proteína acAS se realizó un ajuste global con el 
programa DynaFit, considerando un modelo con tres sitios de unión a Cu(I), 
independientes y no interactivos, capaces de unir un equivalente de Cu(I) cada 
uno (Figura 5.5A-C). Los resultados que arrojó el ajuste matemático fueron los 
siguientes: Kdapp1 = 12 ± 2μM, Kdapp2 = 49 ± 7μM y Kdapp3 = 312 ± 50μM. Los datos 
Figura 5.4. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a acAS a pH 7,4 y 37°C. A. 
Espectros superpuestos 13C-15N HflipCON de 13C-15N acAS 300μM en ausencia 
(negro) y presencia (rojo) de 3 equivalentes de Cu(I). Las señales corresponden 
a la correlación del carbonilo amida del residuo i con el N amida del residuo 
i+1. Los experimentos fueron adquiridos en solución amortiguadora C, 10% 
D2O y 37°C. B. Perfil de Δδ 13C’-15N de los grupos amida de acAS en presencia 
de 3 equivalentes de Cu(I). 
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registrados sobre el péptido acP1AS, en el cual se monitorearon los cambios en 
los valores de δ de los protones Hε en los residuos de Met1 y Met5 (Figura 
5.5D) arrojaron un valor de Kdapp = 15 ± 2μM, en perfecta concordancia con el 
valor estimado para acAS a partir de los grupos amida así como para la variante 
proteica sin acetilar.  
 
5.5 Estado conformacional de acAS en presencia de Cu(I) 
 
Al analizar el perfil de interacción de Cu(I) con la proteína acAS se 
observaron efectos muy significativos sobre los valores de desplazamientos 
químicos de los señales de los residuos ubicados en el segmento 1-10 de la 
secuencia primaria de la proteína, conjuntamente con cambios menores que se 
Figura 5.5. Características de afinidad de la unión de Cu(I) a acAS y acP1AS.  
A-C. Curvas de unión de Cu(I) a 15N acAS 50μM monitoreado por Δδ 1H-15N 
de las resonancias de los grupos amida del sitio 1 (símbolos celestes), sitio 2 
(símbolos rojos) y sitio 3 (símbolos violetas). Los experimentos 1H-15N HSQC 
fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. D. Curvas 
de unión de Cu(I) a acP1AS 50μM monitoreado por Δδ 1H de las resonancias 
de las señales amida de Met1 (triángulo celeste), Asp2 (rombo celeste) y Val3 
(cuadrado celeste) y del promedio de Δδ 1H de las señales Hε de Met1 y Met5 
(círculo celeste). Los experimentos 1D 1H RMN fueron adquiridos en solución 
amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. Las curvas grises representan el ajuste a los 
modelos descritos en el texto. 
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extienden hasta la posición 20 (Figura 5.2B). Este fenómeno  no fue observado 
en los casos de los sitios 2 y 3 de unión a Cu(I), donde las perturbaciones 
estuvieron circunscriptas a dos o tres residuos vecinos a los ligandos primarios 
del metal. Más aun, los cambios observados en la especie acetilada exceden 
también a los provocados por la unión del ion Cu(I) a la variante no acetilada 
de la proteína (Figura 3.1B). Este comportamiento podría ser consistente con un 
cambio en las preferencias conformacionales de la proteína unida a Cu(I), el 
cual afectaría los primeros diez residuos de la proteína. Con el fin de dilucidar 
estos aspectos nos enfocamos en la caracterización de parámetros de RMN que 
reflejan la presencia de elementos de estructura secundaria, tales como los 
valores de desplazamientos químicos secundarios de protones y carbonos en el 
esqueleto proteico de la proteína, el factor o score de propensión de estructura 
secundaria, los valores de constante de acoplamiento escalar, y factores NOE (i, 
i-1) y (i, i-3), así como la relación rNOE HN-Hα(i,i)/HN-Hα(i,i-1).  
Los valores de Δδ secundarios son ampliamente usados para determinar el 
contenido de estructura secundaria en proteínas y péptidos, y se calculan como 
las desviaciones con respecto a valores consenso para cada residuo en una 
estructura de ovillo estadístico.238 Así, por ejemplo, desviaciones positivas o 
negativas en dicho parámetro para los átomos Cα son indicativas de la 
presencia de elementos de estructura secundaria de hélice alfa o lámina beta, 
respectivamente, y lo contrario se aplica para los átomos Cβ. El perfil de Δδ 
secundarios medido para los distintos átomos del esqueleto proteico de acAS 
libre indican que la proteína adopta mayormente una estructura 
intrínsecamente desordenada, excepto en los primeros cinco o seis residuos  
donde se puede observar una leve tendencia a adoptar estados de hélice alfa, en 
concordancia con resultados publicados por otros grupos de investigación 
(Figura 5.6A-B).171 Sorpresivamente, para el estado unido a Cu(I) de la proteína 
acAS se observó un aumento significativo en el contenido de hélice alfa en el 
segmento que contiene a los primeros diez residuos de la proteína, tal cual lo 
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indican las significativas desviaciones positivas y negativas  determinadas para 
los valores de Δδ secundarios  en átomos  Cα y Cβ, respectivamente. 
En la misma dirección, los valores de δ de los átomos Hα, Cα, y Cβ se 
Figura 5.6. Análisis por RMN de los parámetros de estructura secundaria de 
acAS-Cu(I). A-B. Δδ secundarios de 13Cα y 13Cβ calculados para 13C-15N acAS 
300μM en ausencia (negro) y presencia (rojo) de 3 equivalentes de Cu(I). C. 
Propensión de estructura secundaria corregida por vecinos (ncSP) calculada a 
partir de los valores de δ de 1Hα, 13Cα y 13Cβ. D.  Propensión de estructura 
secundaria calculada a partir de los valores de δ de 13Cα y 13Cβ de 13C-15N AS 
300μM en ausencia (negro) y presencia (naranja) de 3 equivalentes de Cu(I). E. 
Acoplamientos 3JHN-Hα de 15N acAS 200μM en ausencia (negro) y presencia 
(rojo) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos HNHA, HNCACB y 
TROSY-HSQC fueron adquiridos en solución amortiguadora B, 10% D2O y 
15°C. 
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utilizaron para calcular el factor denominado de propensión de estructura 
secundaria, en este caso  corregido en función de la naturaleza de los  
aminoácidos vecinos (ncSP, del inglés neighbor corrected Structure Propensity). 
Los valores de ncSP varían entre -1 para una propensión 100% de lámina beta y 
+1 para una propensión 100% de hélice alfa.239 Se observó que la propensión de 
estructura helicoidal es ~0.2 en la región N-terminal de acAS, mientras que ese 
valor se incrementó a 0.7 en presencia de Cu(I) (Figura 5.6C). Este sustancial  
incremento contrasta con lo observado en la especie AS sin acetilar donde tanto 
para la forma libre como unida a Cu(I) dichos valores oscilan alrededor de 0.2 
(Figura 5.6D). 
Con el fin de confirmar nuestros hallazgos, utilizamos otros parámetros de 
RMN. Así, se calcularon los valores de las constantes de acoplamiento escalar a 
tres enlaces HN-Hα (3JHN-Hα), los cuales son reporteros confiables de la 
distribución de los ángulos de torsión del esqueleto proteico y 
consecuentemente de la estructura secundaria.240 Este acoplamiento oscila en el 
rango 4-6Hz para estructuras secundarias de hélice alfa, 6-8Hz para estructuras 
de ovillo estadístico y 8-11Hz para estructuras secundarias de lámina beta. 
Existen diferentes experimentos que permiten calcular dichas constantes, 
siendo el más utilizado el experimento HNHA, sin embargo este experimento 
posee ciertas desventajas para proteínas intrínsecamente desordenadas como 
AS, y por lo tanto se ha desarrollado, como parte complementaria de este 
trabajo de tesis, una metodología alternativa que se describe en el Anexo único. 
Nuestros datos muestran valores de 3JHN-Hα entre 6-8Hz para la mayoría de los 
residuos de acAS y de 4-6Hz para los primeros 12 residuos de acAS en 
presencia de Cu(I), manteniéndose prácticamente inalterados los restantes 
residuos (Figura 5.6E). En concordancia con los resultados descritos más arriba, 
estos resultados reflejan también un incremento en el contenido de estructura 
helicoidal  en los primeros diez  residuos de la proteína.  
Capítulo 5 – Amiloidogénesis y conformación de la proteína alfa-sinucleína en presencia de Cu(I) 
93 
 
Finalmente, realizamos experimentos basados en la medición del efecto 
NOE a partir de los cuales es posible evaluar el patrón de acoplamientos 
dipolares inter-residuales en la región N-terminal de acAS en ausencia y 
presencia de Cu(I). A tales fines, utilizando experimentos 3D 15N NOESY-HSQC 
fue posible detectar conectividades 1H-1H NOE de corto rango HN-HN(i,i-1) y de 
medio rango HN-Hα(i,i-3) en los primeros residuos de acAS-Cu(I), las cuales 
estaban ausentes en la especie libre de la proteína (Figura 5.7A). El patrón de 
conectividades HN-HN(i,i-1), observado para casi todos los pares en el segmento 
1-9 es típico de estructuras más bien rígidas o compactas y, en particular, el 
patrón de conectividades HN-Hα(i,i-3), observado para los pares Met1-Phe4, 
Val3-Lys6 y Phe4-Gly7, es característico de estructuras del tipo hélice alfa.241,242 
Por otro lado, dentro del mismo experimento se observó que el acoplamiento 
con el agua, característico de estructuras desordenadas debido a interacciones 
de puente hidrógeno o intercambio de protones HN-H2O, fue prácticamente 
nulo en los primeros 8 residuos de acAS-Cu(I) (Figura 5.7A). Sumado a las 
evidencias anteriores, la ausencia de este acoplamiento puede atribuirse al 
hecho que los protones amida HN se encontrarían inaccesibles al solvente y/o 
participando en puentes hidrógeno característicos de estructuras secundarias 
estables. Finalmente, se cuantificó la relación de intensidades entre la señal 
NOE intra-residuo HN-Hα(i,i) y la señal NOE secuencial HN-Hα(i,i-1). Dicha 
relación adopta valores de ~0.35 para estructuras desordenadas, valores de 
~0.25 para estructuras de lámina beta y valores de hasta 6 para estructuras con 
fuerte contenido helicoidal.236 Se observó que estos valores aumentaron 
dramáticamente para los primeros diez residuos de acAS unida a Cu(I), 
mientras que para la especie libre de la proteína se observaron valores típicos 
de estructura desordenada (Figura 5.7B). 
En su conjunto, los cambios observados en los tres indicadores de RMN 
independientes de estructura secundaria, nos permiten concluir que la unión de 
Cu(I) a la proteína acAS induce un cambio conformacional que afecta a los 
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primeros diez residuos de su secuencia y que se caracteriza por la presencia de 




Figura 5.7. Análisis por RMN de las conectividades NOE de acAS-Cu(I). A. 
Tiras del espectro 1H-1H-15N NOESY-HSQC correspondiente a los Hα (arriba) 
y HN (abajo) de 15N acAS 300μM en ausencia (negro) y presencia (rojo) de 3 
equivalentes de Cu(I). Las cruces denotan la correlación de los picos 
pertenecientes al propio residuo, las líneas de trazo negro denotan las 
correlaciones inter-residuo dHN-HN(i,i-1) y dHN-Hα(i,i-1), las líneas de trazo 
azul denotan las correlaciones inter-residuos dHN-Hα(i,i-3) y la línea verde 
identifica las correlaciones con el agua. Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. B. Razón NOE dHN-Hα(i,i)/dHN-
Hα(i,i-1) calculada para acAS en ausencia (negro) y presencia (rojo) de 3 
equivalentes de Cu(I). 
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5.6 Propiedades dinámicas del esqueleto proteico de la especie acAS 
unida a Cu(I) 
 
Los principales estudios que brindan información acerca de las 
propiedades dinámicas del esqueleto proteico son los experimentos de 
relajación R1 y R2 de 15N y el experimento NOE heteronuclear 1H-15N (hNOE). 
Los valores de R1, R2 y hNOE son indicadores útiles de la dinámica del 
esqueleto proteico en un amplio rango de escalas de tiempo que van de pico a 
nanosegundos (ps-ns), y cuanto mayores resulten dichos valores, mayor es la 
restricción existente a la movilidad. Además de medir la dinámica en la escala 
ps-ns, los valores de R2 permiten monitorear cambios en la escala de los micro a 
milisegundos (μs-ms). 
En el caso de la proteína acAS libre, la mayoría de los residuos mostró 
valores de R1 entre 1.3 y 1.8s-1, de R2 entre 2 y 4s-1 y de hNOE entre -0.4 y 0.4, con 
la excepción de los altamente flexibles residuos en los extremos N- y C-terminal 
(Figura 5.8). El perfil obtenido indica que acAS adopta un estado flexible, 
comparable con lo observado para AS, sugiriendo que la acetilación del amino-
terminal no tiene un impacto profundo en las propiedades dinámicas de la 
proteína. En presencia de Cu(I), se detectó un incremento significativo en los 
valores de R1 de los primeros diez residuos, a la vez que el resto de los residuos 
permanecieron inalterados. El incremento observado resultó aún más 
pronunciado para los parámetros R2 y hNOE, afectando a los primeros 25 
residuos de la secuencia (Figura 5.8). Estos datos, en particular el de hNOE, 
indican que la región N-terminal adopta conformaciones más rígidas al unir 
Cu(I). Los valores relativamente mayores de R2, además de indicar un aumento 
de rigidez, podrían corresponder con una contribución del intercambio químico 
conformacional, es decir, los residuos contenidos en el segmento afectado 
podrían además estar poblando distintas estructuras helicoidales transientes y 
dinámicas. Cabe remarcar que se detectaron también valores aumentados de R2 
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en los residuos afectados por la unión de Cu(I) a los sitios 2 y 3, pero en este 
caso, la ausencia de cambios de mayor magnitud en R1 y hNOE indican que 
dichos incrementos responden a procesos de intercambio químico, ya sea 
intercambio de unión de Cu(I) y/o de conformación con poca perdida de 
flexibilidad.  
En su conjunto, estos resultados demuestran que la unión de Cu(I) a la 
proteína acAS transcurre con la formación de conformaciones más rígidas y 
estructuradas en la región N-terminal de la proteína, en completo acuerdo con 
las conclusiones obtenidas en la sección anterior.  
 
 
5.7 Discusión  
 
En este capítulo hemos caracterizado la interacción entre Cu(I) y la 
proteína acAS. Tanto los iones Cu(I) como la proteína acAS son altamente 
abundantes en las vesículas sinápticas y sinaptosomas, alcanzando 
concentraciones de 15-300μM144,206 y ~50μM,205 respectivamente. La consecuencia 
Figura 5.8. Análisis por RMN de las propiedades dinámicas de acAS-Cu(I). 
Perfil de R1, R2 y hNOE de 15N acAS 250μM en ausencia (negro) y presencia 
(rojo) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. 
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más notable de la unión de Cu(I) a acAS fue la significativa aceleración de la 
agregación amiloide en presencia de cantidades micromolares y sub-
estequiométricas (<25μM), sugiriendo que en este ion metálico podría jugar un 
importante rol patológico en la progresión de la agregación amiloide, y por 
ende, de la EP. Sustento adicional a esta hipótesis deviene del hecho que la 
unión de dicho ion metálico a la especie acetilada de AS favorece la 
estabilización de una conformación del tipo de hélice alfa en los residuos 1-10 
(Figura 5.9), siendo dichos elementos de estructura secundaria helicoidal 
reportados como intermediarios en el proceso de agregación amiloide de la 
proteina.243,244 Esta transición conformacional fue confirmada por parámetros 
independientes de RMN, a saber: valores de desplazamiento químico 
secundarios, factores o scores ncSP, constantes de acoplamiento escalar 3JHN-Hα, 
conectividades del tipo NOE, y parámetros de relajación heteronuclear de 15N 
(R1, R2 y hNOE). Además, el aumento leve de los valores de R2 y hNOE de los 
residuos 10-25, indica que podría existir un intercambio químico de tipo 
conformacional, sugiriendo la presencia de fluctuaciones helicoidales dinámicas 
en dichos residuos tras la unión de Cu(I) (Figura 5.9). Paralelamente, se 
Figura 5.9. Modelo estructural propuesto del complejo acAS-Cu(I). Se 
muestra la transición entre un estado desordenado de acAS a un estado 
estructurado con una conformación helicoidal en los primeros 10 residuos de 
acAS tras la unión de Cu(I). Además, dicha unión favorece la presencia de una 
población minoritaria dinámica de conformación helicoidal en los residuos 10-
25. 
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comprobó la persistencia de la interacción entre acAS y Cu(I) a pH 7.4 y 37°C, 
condiciones fisiológicas de pH y temperatura, sugiriendo que los modelos 
propuestos en este capítulo podrían extrapolarse al interior celular.  
Los cambios descriptos aquí para el proceso de interacción de un ligando 
pequeño como lo es el ion Cu(I) a la proteína acAS no tienen precedentes en la 
literatura. El aumento de helicidad observado para acAS frente a la interacción  
con Cu(I) puede ser racionalizado por la estabilización del macrodipolo de la 
hélice y la formación de puentes hidrogeno energéticamente más favorables, 
disparados por la remoción de la carga positiva del grupo amino terminal luego 
de la acetilación,245,246 por la presencia del acetil-carbonilo como aceptor de 
puente hidrógeno y por la torsión del esqueleto proteico provocada por el 
acercamiento de los residuos Met1 y Met5.  
Además de inducir el cambio conformacional descripto, se observó una 
disminución en el valor de Kdapp del sitio 1, pasando de un valor de Kdapp = 20-
24μM para AS-Cu(I) a un valor de Kdapp = 12-15μM para acAS-Cu(I). Este 
cambio podría interpretarse sobre la base de que la afinidad de un motivo de 
dos residuos Met, reportados en péptidos desordenados, depende del número 
de residuos que separan dichos residuos, es decir la distancia entre ellos.194,196 Al 
formarse una estructura helicoidal estable en acAS-Cu(I), la distancia promedio 
estimada mediante modelos computacionales construidos con el programa 
HyperChem, entre los átomos Sδ de Met1 y Met5 (6-7Å) es menor que aquella 
existente entre los mismos átomos en estructuras desplegadas (10-12Å). Este 
análisis sugiere que la afinidad de los motivos exclusivos de Met por Cu(I) no 
solo responde a la cantidad de residuos Met y a la distancia secuencial entre 
ellos, sino también a la distancia lineal entre los átomos Sδ determinada por la 
estructura secundaria y la topología global de la proteína.  
La inducción conformacional observada en la región N-terminal de la 
proteína acAS unida a Cu(I), además del impacto en la agregación amiloide, 
podría tener un efecto en procesos de unión a membranas, donde la ocurrencia 
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de elementos de estructura secundaria helicoidal tienen un rol principal.236,247 
Del mismo modo, el motivo Met-X3-Met de acAS recuerda a aquellos 
encontrados en hélices transmembranas de las proteínas transportadoras de 
cobre,248–250 lo que sumado a la propiedad de esta proteína de adoptar 
estructuras helicoidales en presencia de Cu(I) así como de formar estructuras 
multiméricas durante el proceso de agregación amiloide con capacidad de 
inducir poros transmembrana, podría tener implicancias relevantes fisiológicas 
en procesos relacionados al transporte de iones cobre.251–253 En este contexto, los 
hallazgos descriptos en este capítulo abren un abanico importante de nuevas 
líneas de investigación enfocadas en dilucidar el rol fisiopatológico de Cu(I) en 
la EP.  
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Capítulo 6 – Implicancias estructurales de la interacción entre la proteína beta-




Un factor importante a tener en cuenta en el contexto celular en el cual 
ocurre la agregación amiloide de la proteína AS es su relación con otras 
biomoléculas. En ese contexto, la proteína homóloga beta-sinucleína (BS), no 
sólo se co-localiza con AS sino que además ha sido reconocida como un agente 
natural que actúa regulando su potencial amiloidogénico de manera negativa, 
es decir, posee efectos inhibitorios y protectores sobre la amiloidogénesis y 
toxicidad que emerge de la agregación de la proteína AS.254 Los estudios in vitro 
revelan que no existe una interacción directa entre ambas proteínas que permita 
explicar el efecto anti-amiloide que BS ejerce sobre su homólogo. Además, la 
proteína BS se encuentra presente en concentraciones similares a AS en los 
botones sinápticos en condiciones fisiológicas,205 aunque por el contrario, en 
condiciones patológicas como lo es la EP, se observa una disminución sustancial 
en la concentración de BS respecto a AS.36,255  
Además de estas implicancias biológicas, desde el punto de vista 
estructural la proteína BS posee una alta homología de secuencia con AS en su 
región N-terminal, a la vez que carece de la región hidrofóbica NAC y, por 
ende, posee un potencial amiloidogénico disminuido con respecto a su 
homólogo AS. Más aun, la proteína carece de las interacciones terciarias 
transientes presentes en AS. Todas estas características han hecho que en los 
últimos años se desarrollen numerosos trabajos en el área biológica y química 
para tratar de comprender el rol protector que la proteína BS ejerce sobre la 
agregación amiloide de la proteína AS. En ese contexto, la interacción con 
distintos iones metálicos fue una de las áreas exploradas. Se observó que la 
proteína es capaz de unir iones Cu(II) con la misma capacidad que su homólogo 
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AS.149 Con respeto a la interacción con el ion Cu(I) dos estudios recientes 
trabajando con modelos peptídicos indican que la proteína BS une Cu(I) en su 
región N-terminal mediante un complejo que involucraría a los residuos de 
Met1, Met5 y Met10.197,256 Uno de estos trabajos indican que la afinidad de BS 
por el ion Cu(I) sería mayor que la de AS, un factor que podría explicar en sí 
mismo y en un contexto celular patológico con desregulación homeostática de 
los niveles de Cu(I) el efecto inhibitorio de BS sobre la agregación amiloide de 
AS. Sin embargo la fuerza de interacción entre BS y Cu(I) no ha sido 
cuantificada, a la vez que no se ha analizado el rol que juega en esta molécula el 
residuo de His65, corrido en la secuencia con respecto al residuo de His50 de 
AS, y tampoco se han evaluado las consecuencias o impacto estructural que la 
formación de los complejos con Cu(I) pudiera desencadenar en la proteína. Es 
por ello que en este capítulo del trabajo de tesis abordamos el estudio de la 
interacción del ion Cu(I) con la proteína BS. Cabe destacar que dado que la 
proteína BS presenta, al igual que AS, la secuencia 1MD2, nuestros estudios se 
realizaron sobre la variante acetilada de la proteína (acBS). 
 
6.2 Identificación de los sitios de unión a Cu(I) en la proteína acBS  
 
La proteína BS presenta una elevada homología de secuencia con AS en el 
extremo N-terminal; sin embargo, en dicha región difiere tanto en el número 
como en la posición de residuos con capacidad para unir Cu(I), tales como los 
residuos de Met e His.254,257 La proteína BS presenta cambios puntuales respecto 
a AS en la región N-terminal: así, el sitio de unión a Cu(I) formado por los 
residuos Met1-Met5 en AS se modifica incorporando un residuo Met adicional 
en posición 10 en BS, estableciendo un motivo de unión a Cu(I) Met-X3-Met-X4-
Met (Figura 6.1). Del mismo modo, el residuo de His50 en AS se relocaliza a la 
posición His65 de BS, a la vez que en la región C-terminal los residuos Met116 y 
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Met127 de AS son reemplazados por un único residuo Met112 de BS (Figura 
6.1). Interesantemente, estas diferencias aparecen conservadas en todos los 
vertebrados y podrían, entonces, encerrar cuestiones que hacen a una diferente  
funcionalidad de estas moléculas.  
 
Previo a efectuar la caracterización estructural de los complejos BS-Cu(I) 
por RMN,  se obtuvo una cepa transformante de E. coli BL21 que contiene genes 
para la expresión de las proteínas NatB y BS. Esta cepa permite expresar y luego 
purificar, con la misma metodología aplicada en AS, la proteína BS acetilada en 
el residuo Met1 (acBS). La proteína purificada fue analizada mediante 
espectroscopia de RMN, concluyéndose  a partir de la evaluación de las señales 
de los residuos 1-6 en espectros 2D 1H-15N HSQC que dicho segmento posee 
características similares a las descriptas para acAS, confirmando así la efectiva 
acetilación del extremo amino-terminal en la proteína BS. La asignación de las 
señales de acBS se realizó basándose en experimentos de RMN de dos y tres 
dimensiones heteronucleares.171,258 
Para comenzar el análisis, se estudió la interacción entre acBS y Cu(I) 
mediante experimentos 2D 1H-15N HSQC. Los cambios en los valores de δ de los 
grupos amida del esqueleto proteico fueron más pronunciados en la región que 
contiene a los primeros diez residuos de la secuencia, seguidos por menores 
perturbaciones alrededor de His65 y Met112 (Figura 6.2A-B). El perfil de Δδ 
obtenido sugiere que los residuos de unión a Cu(I) serían aquellos predichos a 
Figura 6.1. Secuencia primaria de AS y BS. Se muestran los residuos Met 
(verde) e His (naranja). 
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partir de la secuencia primaria, es decir Met1, Met5, Met10, His65 y Met112. 
Mediante experimentos de 1D 1H RMN se confirmó que en la coordinación de 
Cu(I) intervienen los residuos Met1, Met5, Met10, ya que las señales de los 
protones Hε de los mismos, que monitorean directamente la unión de Cu(I), 
responden de manera directa al agregado del ion metálico (Figura 6.2C). El 
mismo análisis se realizó para los protones Hδ y Hε del residuo His65, 
confirmando la coordinación de Cu(I) mediante el imidazol de dicho residuo. 
 
Figura 6.2. Análisis por RMN de la unión de Cu(I) a acBS. A. Espectros 
superpuestos 1H-15N HSQC de 15N acBS 20μM en ausencia (negro) y presencia 
(verde) de 10 equivalentes de Cu(I). B. Perfil de Δδ 1H-15N de los grupos amida 
de acBS en presencia de 10 equivalentes de Cu(I). C. Espectros 1D 1H RMN de 
15N acBS 20μM en ausencia (negro) y presencia (verde) de 10 equivalentes de 
Cu(I). Se muestra la región alifática (1.90-2.45ppm) donde se encuentran los 
protones Hε de Met1, Met5, Met10 y Met112. Los experimentos fueron 
adquiridos en solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. 
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6.3 Estimación de los valores de Kdapp para  los sitios de unión a Cu(I) en 
acBS 
 
La afinidad y el carácter independiente de los sitios de unión a Cu(I) en 
acBS fueron analizados mediante experimentos de titulación con iones Cu(I) 
sobre muestras de acBS y sobre el péptido sintético acetilado en el extremo 
amino-terminal, el cual contiene los primeros 15 residuos de BS (1-15 acBS). Una 
titulación fina de Cu(I) sobre acBS fue realizada y monitoreada mediante 
experimentos 2D 1H-15N HSQC y 1D 1H RMN. En el caso de la proteína 
completa, los valores de Δδ de varios residuos se analizaron y se agruparon 
según comportamientos similares (Figura 6.3A). Se realizó un ajuste global de 
los experimentos de titulación con Cu(I), utilizando el programa DynaFit y 
considerando un modelo con tres sitios de unión, independientes y no 
interactivos, capaces de unir un equivalente de Cu(I) cada uno. Se obtuvo un 
valor de Kdapp1 = 2.1 ± 0.2μM para el sitio 1 (Met1-Met5-Met10) y un valor de 
Kdapp2 = 50 ± 15μM para el sitio 2 (His65). En las condiciones experimentales, el 
valor de Kdapp3 para el sitio 3 (Met112) fue difícil de calcular de manera certera, 
sin embargo se pudo estimar que dicho valor no sería menor a 500μM. Del 
mismo modo, la misma titulación se llevó a cabo sobre el péptido 1-15 acBS, 
obteniendo un valor de Kdapp = 1.7 ± 0.3μM para el sitio 1 (Met1-Met5-Met10, 
Figura 6.3B). Por un lado, estos resultados confirman la independencia de los 
sitios de unión de Cu(I), a la vez que son consistentes con la afinidad de 
motivos estructurales ricos en residuos de Met reportados para otros péptidos y 
proteínas de unión a Cu(I).194,196 





Figura 6.3 Características de afinidad de la unión de Cu(I) a acBS y 1-15 
acBS.  A. Izq. Espectros superpuestos 1H-15N HSQC de 15N acBS 20μM en 
presencia de concentraciones crecientes de Cu(I) (de negro a verde: 0, 0.33, 0.5, 
0.75, 1, 2, 3, 5 y 10 equivalentes). Der. Curvas de unión de Cu(I) a acBS  
monitoreado por Δδ 1H-15N de las resonancias de los grupos amida del sitio 1 
(símbolos azules) y sitio 2 (símbolos naranja). B. Izq. Espectros 1D 1H RMN de 
1-15 acBS 20μM en presencia de concentraciones crecientes de Cu(I) (de negro 
a verde: 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 y 5 equivalentes). Der. Curvas de unión de 
Cu(I) a 1-15 acBS  monitoreado por Δδ 1H del promedio de δ de los protones 
Hε de Met1, Met5 y Met10. Los experimentos fueron adquiridos en solución 
amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. Las curvas grises representan el ajuste a 
los modelos descritos en el texto. 
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6.4 Determinación de las propiedades estructurales de la proteína acBS 
en su estado unido a Cu(I) 
 
La determinación de las propiedades estructurales de la proteína acBS 
unida a Cu(I) fue realizada haciendo uso de la técnica de RMN. A tales fines, tal 
cual lo realizado para el complejo acAS-Cu(I), se utilizaron los valores del factor 
ncSP, calculados a partir de los valores de δ de varios núcleos, y los valores de 
las constantes de acoplamientos escalar 3JHN-Hα como parámetros a partir de los 
cuales es posible obtener información acerca de la presencia de elementos de  
estructura secundaria en la proteína. Así, se midieron los valores de δ de Hα, 
Cα, Cβ y C’ para acBS y acBS-Cu(I) y se analizó el cambio de propensión de 
estructura secundaria de acBS en presencia de Cu(I). Los valores de ncSP 
calculados revelaron un incremento en la propensión de estructura helicoidal 
de ~60% en los residuos 2-5 para la especie acBS-Cu(I) respecto de la proteína 
libre, un efecto opuesto en los residuos 8-12 y un efecto nulo en el resto de la 
secuencia (Figura 6.4A).  Por otro lado, se midió también un set completo de los 
valores de 3JHN-Hα de acBS en ausencia y presencia de Cu(I). Con excepción de un 
descenso en los valores de 3JHN-Hα para los primeros residuos de acBS en 
presencia de Cu(I), los valores de 3JHN-Hα fueron prácticamente indistinguibles 
entre las dos formas de acBS. La disminución de 3JHN-Hα de los primeros cinco 
residuos de acBS-Cu(I) a valores de 5-6 Hz es indicativo nuevamente de la 
presencia de elementos estructurales helicoidales en dichos segmento, mientras 
que los valores de 6-8 Hz del resto de los residuos son típicos de la naturaleza  
intrínsecamente desordenada de la proteína (Figura 6.4B).  




Interesantemente, al analizar el espectro de 3D HNHA utilizado para 
estimar los valores de 3JHN-Hα, se observó que los dos protones Hα del residuo 
Gly7 en la forma unida acBS-Cu(I) presentan valores de δ diferentes, 
implicando la no equivalencia de dichos núcleos (Figura 6.5A). Este 
comportamiento es indicativo de una rigidez del esqueleto proteico, siendo 
dicho comportamiento frecuentemente observado en estructuras secundarias 
del tipo de lámina beta.259 Sin embargo, los parámetros de estructura secundaria 
previamente analizados indican que no hay presencia de elementos 
estructurales de lámina beta, interpretándose que la no equivalencia de dichos 
núcleos podría surgir de la formación de una estructura rígida que no responde 
a los tipos clásicos de estructura secundaria. Así, por ejemplo, los elementos del 
tipo “giro” promueven un quiebre de 180° del esqueleto proteico permitiendo 
estructuras rígidas y complejas. En nuestro escenario donde la cadena lateral 
del residuo de Met10 se debe acercar al Cu(I) coordinado por Met1 y Met5, la 
formación de un giro en localizado alrededor del residuo de Gly7 podría 
Figura 6.4. Análisis por RMN de los parámetros de estructura secundaria de 
acBS-Cu(I). A. Propensión de estructura secundaria corregida por vecinos 
(ncSP) calculada a partir de los valores de δ de 1Hα, 13Cα, 13Cβ, 13C’ y 15N de 
13C-15N acBS 250μM en ausencia (negro) y presencia (verde) de 3 equivalentes. 
B. Acoplamientos 3JHN-Hα de 15N acBS 250μM en ausencia (negro) y presencia 
(verde) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. 
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resultar factible. La extensión de los giros puede variar entre 2 y 6, siendo el 
más frecuente el giro beta de extensión 4.260 La característica principal de los 
giros es un puente hidrógeno entre los residuos de los extremos de dicho  
giro.260 Para probar la existencia de un giro en la zona propuesta, se decidió 
realizar un experimento para la detección de dadores de puentes hidrógeno, el 
cual consta de analizar la dependencia de los valores δ de los protones amida 
respecto a la temperatura (ΔδHN/ΔT). Aquellos residuos que presenten un 
factor ΔδHN/ΔT mayor a -4.5 ppb/K serian factible de actuar como dadores de 
puente hidrógeno.261 Respecto a los receptores de puente hidrógeno, los núcleos 
de 16O no son detectables en RMN, y por ende, se necesita utilizar una estrategia 
alternativa analizando la dependencia de los valores de δ de los carbonilos 
amida respecto a la temperatura (ΔδC’/ΔT). Aquellos residuos que presentan 
ΔδC’/ΔT menores que la media pueden ser identificados como receptores de 
Figura 6.5. Análisis por RMN de los parámetros de estructura terciaria de 
acBS-Cu(I). A. Tiras del espectro 1H-15N HNHA correspondiente a los 
protones Hα de Gly7 de 15N acBS 250μM en ausencia (negro) y presencia 
(verde) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. B. Perfil de ΔδHN/ΔT de 13C-15N 
acBS 250μM en presencia de 3 equivalentes de Cu(I). En línea de trazo gris se 
marca el límite de -4.5 ppb/K. se encuadran los valores de los residuos Phe4, 
Met5, Lys6 y Leu8. C. Perfil de ΔδC’/ΔT de 13C-15N acBS 250μM en presencia 
de 3 equivalentes de Cu(I). Se encuadran los valores de los residuos Asp2, 
Val3 y Met5. Los valores de Δδ fueron obtenidos a partir de experimentos 
HNCO adquiridos en solución amortiguadora B, 10% D2O y a dos 
temperaturas diferentes (10°C y 15°C). 
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puente hidrógeno.262 Del análisis de ΔδHN/ΔT y ΔδC’/ΔT del complejo acBS-
Cu(I) surgen como potenciales residuos involucrados en el giro tanto el  residuo 
de Leu8 como dador de puente hidrógeno como el residuo de Met5, que 
actuaría como aceptor de puente hidrogeno (Figura 6.5B-C). La formación de un 
puente hidrógeno Met5-Leu8 (i,i+3), con la presencia de un residuo de Gly en 
posición i+2, es característico de los giros beta del tipo I’ o del tipo II.260 Se 
interpreta, además, como potenciales dadores a los residuos  Phe4, Met5 y Lys6 
y como potenciales aceptores a Asp2 y Val3, residuos que están en concordancia 
con la formación de los puentes de hidrógeno requeridos para estabilizar una 
estructura helicoidal en dicho segmento.  
Integrando los resultados de ncSP, 3JHN-Hα y de Δδ/ΔT, se propone para el 
complejo acBS-Cu(I) de alta afinidad un modelo estructural con una estructura 
helicoidal entre los residuos 1-6 y un giro beta entre los residuos 5-8, donde 
ambos elementos estructurales permiten el acercamiento de los átomos Sδ de 
Met1, Met5 y Met10 para coordinar el ion Cu(I).  
 
6.5 Propiedades dinámicas del esqueleto proteico de la especie acBS 
unida a Cu(I) 
 
Las propiedades dinámicas del esqueleto proteico de  acBS y acBS-Cu(I) se 
evaluaron mediante experimentos de relajación 15N heteronuclear R1 y R2 de 15N 
y 1H-15N hNOE. Al analizar las propiedades dinámicas de acBS-Cu(I) se observó 
un incremento de los valores de R1, R2 y hNOE de los primeros diez residuos de 
la secuencia respecto a acBS (Figura 6.6). El aumento de los tres parámetros es 
indicativo de un aumento en la rigidez estructural en esa región. Se observó 
también un incremento de R2 acompañado por incrementos muy bajos de 
hNOE alrededor del sitio 2 de unión a Cu(I), probablemente debido a la 
ocurrencia de un proceso con un componente mayoritario de intercambio 
químico (Figura 6.6).  




De estos resultados surge que existe una diferencia  notable entre acBS y 
acAS a nivel de los valores de R2 inducidos por la presencia de Cu(I). Así, para 
el estado acBS-Cu(I) se observaron incrementos en los valores de R2 respecto a 
acBS pero fundamentalmente restringidos a los primeros diez residuos (Figura 
6.6). En contraposición, para acAS-Cu(I) se observó un aumento de valores de 
R2 en el segmento 1-25 respecto de acAS (Figura 5.8). Este efecto es claramente  
debido a la formación de una hélice alfa en que se extiende y estabiliza más allá 
del sitio de unión a Cu(I) contenido en dicho segmento. En su conjunto, los 
resultados nos permiten concluir que en el caso del complejo acBS-Cu(I), la 
estructura de hélice alfa sería irrumpida por la ocurrencia de giro beta que 
actuaría acercando al residuo de Met10 a la esfera de coordinación del Cu(I). 
Por el contrario, la ausencia del residuo de Met10 en acAS-Cu(I) permitiría que 
el rearreglo conformacional se extienda más allá del sitio de coordinación 
propiamente dicho. 
 
Figura 6.6. Análisis por RMN de las propiedades dinámicas de acBS-Cu(I). 
Perfil de R1, R2 y hNOE de 15N acBS 250μM en ausencia (negro) y presencia 
(verde) de 3 equivalentes de Cu(I). Los experimentos fueron adquiridos en 
solución amortiguadora B, 10% D2O y 15°C. 
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6.6 Discusión  
 
En este capítulo, se ha caracterizado la interacción entre Cu(I) y la proteína 
acBS. En condiciones normales, acBS es tan o aún más abundante que acAS en 
los botones sinápticos (~50μM),205 y a pesar de la alta homología con AS (>90% 
en los primeros 60 residuos), BS presenta mutaciones conservadas que alteran 
los patrones de unión de Cu(I). Se encontró que acBS presenta tres sitios de 
unión a Cu(I), independientes y no interactivos. Los ligandos principales 
identificados fueron Met1, Met5 y Met10 para el sitio 1 (Kdapp1 ~2μM), His65 
para el sitio 2 (Kdapp2 ~50μM) y Met112 para el sitio 3 (Kdapp3 >500μM). Los 
valores de Kdapp responden perfectamente a motivos de unión de Cu(I), de tres 
residuos de Met para el sitio 1, de un residuo de His para el sitio 2 y de un 
residuo de Met para el sitio 3.194,196 Finalmente, el hecho de que la afinidad por 
Cu(I) del sitio 1 de acBS es aproximadamente un orden de magnitud mayor que 
el de acAS, nos permite especular que acBS podría competir eficientemente y 
secuestrar iones Cu(I) que de otra manera estarían disponibles para formar 
complejos con acAS. Un estudio reciente de competencia indirecta y directa por 
iones Cu(I) entre péptidos sintéticos de AS y BS conteniendo el sitio 1 de unión 
al ion metálico confirma esta hipótesis.256 En cerebros saludables, donde ambas 
proteínas co-localizan y los niveles de acBS son elevados,205 la formación de los 
complejos acAS-Cu(I), y por ende, la aceleración de la agregación amiloide 
inducida por Cu(I), se verían impedidas, mientras que en cerebros afectados o 
enfermos, podría darse una situación inversa.263 En este contexto, fue reportado 
que el factor de transcripción sensible a metales (MTF-1) regula eficientemente 
la expresión de BS pero no la de AS,264 sugiriendo que BS podría actuar como un 
elemento de respuesta a cobre. Integrando los resultados y evidencias, se puede 
sugerir que BS podría cumplir un rol adicional de protección bajo condiciones 
normales de fluctuación en los niveles de cobre, aunque dicha capacidad se 
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vería sobrepasada en condiciones de perdida de la homeostasis de metales 
relacionada con los inicios de la EP.  
Por otro lado, las consecuencias estructurales de la unión de Cu(I) a acBS 
son claramente diferentes a las observadas para acAS. En el caso de acBS-Cu(I), 
el establecimiento de una estructura helicoidal en los primeros residuos de la 
secuencia se ve interrumpido abruptamente luego del residuo Lys6 (Figura 6.7). 
Nuestra interpretación, soportada por los valores de ncSP, 3JHN-Hα, HNHA, 
Δδ/ΔT y parámetros de relajación de 15N R1, R2 y hNOE, es que este resultado es 
consecuencia de la formación de una estructura de giro beta alrededor del 
residuo de Gly7 que tiene lugar para promover la coordinación de Cu(I) por 
parte del residuo de Met10. La estabilización de una estructura hélice-giro en 
los primeros 10 residuos de acBS, sin alterar las propiedades dinámicas y 
estructurales del resto de la proteína, difiere sustancialmente de los cambios 
conformacionales observados en el complejo acAS-Cu(I), lo cual podría traer 
aparejado implicancias tanto fisiológicas como patológicas. De hecho, estas 
conformaciones contrastantes  a nivel de la región N-terminal podrían tener un 
impacto en procesos de unión a membranas, agregación amiloide, e interacción 
con otros elementos celulares.  







En el presente trabajo de tesis doctoral se caracterizó la interacción entre la 
proteína AS y el ion Cu(I), evaluándose las propiedades estructurales y de 
afinidad de los complejos formados, su eficacia para inducir daño oxidativo en 
la proteína, así como sus implicancias en términos conformacionales y sobre la 
amiloidogénesis de la proteína. Además, se analizó también en términos 
comparativos, y con un enfoque más bien estructural, la interacción entre dicho 
ion metálico y la proteína BS, homologa de AS. La herramienta fundamental de 
análisis utilizada a tales fines fue la espectroscopia de Resonancia Magnética 
Nuclear. En los distintos capítulos se presentaron y discutieron los resultados 
obtenidos, de cuyo análisis se derivan las conclusiones que se expresan a 
continuación: 
 
- La proteína AS posee tres sitios de unión de Cu(I) independientes y no 
interactivos, que involucran a los residuos Met1/Met5 en el sitio 1 
(Kdapp 20μM), His50 en el sitio 2 (Kdapp 50μM) y Met1116/Met127 en el 
sitio 3 (Kdapp 300μM).  
 
- La oxidación catalizada por cobre afecta específicamente al residuo de 
Met1 y la sola oxidación de dicho residuo es suficiente para disminuir 
drásticamente la capacidad amiloidogénica de la proteína AS. 
 
- La acetilación post-traduccional de AS favorece la formación de una 
estructura helicoidal, de naturaleza extremadamente transiente, 
restringida a los primeros cinco residuos de la secuencia, circunstancia 
que cambia notablemente en presencia de Cu(I), donde la unión del ion 




sustancial que estabiliza dicha estructura helicoidal y la extiende a los 
primeros 15-20 residuos de la secuencia de la proteína. 
 
- La interacción con el ión Cu(I) acelera dramáticamente la agregación 
amiloide de la proteína acAS.  
 
- La proteína acBS, homologa de acAS, posee tres sitios de unión a Cu(I) 
en su secuencia, siendo el sitio 1 de mayor afinidad que el descrito para 
acAS. Tal circunstancia se debe a la presencia de un residuo adicional 
de Met en la posición 10 de la secuencia de acBS.  
 
- Los cambios conformacionales y en las propiedades dinámicas del 
esqueleto proteico de acAS inducidos por su interacción con Cu(I) no 
se observan en la variante homologa acBS, donde la mayor afinidad de 
interacción con el ion Cu(I) y el involucramiento del residuo de Met10 
jugarían un papel clave como factor desestabilizante para la ocurrencia 







El plegamiento anormal de distintas proteínas en una conformación tóxica 
está propuesto como el componente principal de las bases moleculares de una 
serie de trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Creutzfeldt-
Jacob, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (EP).265 Una 
característica común y definitoria de dichas enfermedades es la formación y el 
depósito de agregados proteicos de diversas morfologías, incluyendo fibras 
amiloides.3 La neurodegeneración en la EP se caracteriza por la pérdida 
progresiva de las neuronas dopaminérgicas en la susbtantia nigra, y por la 
presencia de agregados fibrilares amiloides citoplasmáticos, conocidos como 
cuerpos de Lewy, cuyo componente principal es la proteína alfa-sinucleína 
(AS).16,266,267 La proteína AS está compuesta por 140 aminoácidos distribuidos en 
tres regiones claramente distinguibles: la región N-terminal anfipática, la región 
NAC hidrofóbica y la región C-terminal rica en residuos Pro, Glu y Asp.268–273 En 
su forma monomérica, estado intrínsecamente desordenado, la proteína se 
describe mejor como un conjunto de conformaciones estructuralmente 
heterogéneas, sin estructura secundaria persistente y con interacciones de largo 
alcance entre residuos que se han demostrado importantes para estabilizar 
conformaciones resistentes a la agregación amiloide.31,274–276 Estos contactos 
intramoleculares en AS se establecen principalmente entre las regiones N-
terminal y C-terminal (interacciones electrostáticas) y entre las regiones NAC y 
C-terminal (interacciones hidrofóbicas).31,274,275 
Aunque no está claro cómo AS puede iniciar la muerte neuronal, lo cierto 
es que la agregación amiloide de AS es fundamental para los efectos patológicos 
asociados con la EP.277 En este sentido, las interacciones entre AS e iones 
metálicos desempeñan un papel importante en la aceleración de la agregación 
amiloide y podrían representar el vínculo entre los procesos patológicos de 




la relación entre la afinidad de AS por los iones metálicos y la eficacia en la que 
estos aceleran la fibrilación de AS reveló la existencia de una jerarquía de 
interacciones proteína-iones metálicos que refleja tanto los efectos biológicos 
como estructurales. Concretamente, la especificidad de unión de cobre a AS 
indica que el mecanismo a través del cual el cobre impacta sobre la agregación 
difiere significativamente de la ejercida por otros iones metálicos 
divalentes.152,153,281–283 Es por esto que la química de coordinación de cobre a AS 
ha merecido tanta atención en los últimos años. 
La mayoría de los estudios sobre la interacción de cobre con AS se ha 
dirigido a elucidar el entorno de coordinación de Cu(II), y aunque algunos 
estudios se han centrado en las reacciones de especies reactivas de oxígeno 
(ROS, por sus siglas en inglés) catalizadas por cobre, la información relacionada 
a la estructura, afinidad y reactividad de los complejos proteína-Cu(I) es escasa. 
La existencia de una química asociada Cu(I)/dioxígeno y la descripción de las 
características de unión de Cu(I) a AS se ha informado sólo recientemente.160,161 
Además, datos de voltametría cíclica demostraron que complejos AS-Cu(I) 
pueden someterse a re-oxidación con generación de H2O2 y otros ROS que son 
tóxicos para las células dopaminérgicas.156 Por lo tanto, la elucidación de la base 
residuo-específico en la coordinación de Cu(I) por AS es central para establecer 
una conexión entre las características estructurales del complejo AS-Cu(I) y la 
base mecánistica detrás de los procesos de daño oxidativo y el aceleramiento 
del ensamblaje amiloide mediado por cobre. Para hacer frente a tal cuestión 
irresoluta de la química bioinorgánica de la EP, se presenta en este trabajo de 
tesis doctoral una caracterización estructural detallada de los eventos de 
oxidación catalizados por cobre, y de la coordinación de Cu(I) por AS, con la 
asistencia de la técnica espectroscópica de RMN en combinación con proteínas 
mutantes y péptidos sintéticos modelos.  
En una primera instancia, se determinó que los residuos Met1 y Met5 




región N-terminal de AS y que los mismos mostraron una alta susceptibilidad a 
la oxidación catalizada por cobre en presencia de oxígeno. Las contribuciones 
individuales de los residuos Met de la región N-terminal al daño oxidativo y a 
la unión de Cu(I) se investigaron profundamente. Se demostró que la unión del 
ión Cu(I) a la proteína AS era capaz de catalizar, en presencia de ácido 
ascórbico y oxígeno, la oxidación específica del residuo Met1, mientras que los 
residuos Met de la región C-terminal permanecieron inalterados. Incluso, la 
proteína AS con el residuo Met1 oxidado presentó un potencial amiloidogénico 
disminuido. En consecuencia, la cinética de oxidación de Met1 se estudió en 
detalle y se propusieron las bases químicas de la reacción sitio-específica de 
oxidación catalizada por cobre.  
En una segunda instancia, se realizó una deconvolución de las 
características estructurales y de coordinación de Cu(I) de la proteína AS, 
motivado por reportes bibliográficos controversiales que utilizaron Ag(I) como 
modelo iónico de Cu(I).192 A través de un análisis espectroscópico de RMN 
detallado, utilizando proteínas mutantes y péptidos sintéticos, se determinó que 
la unión de Cu(I) a la proteína AS se describe perfectamente como tres sitios de 
unión independientes y no interactivos. En el sitio 1, los dos átomos Sδ de Met1 
y Met5 se encontraron involucrados en la unión de Cu(I), al igual que lo que 
sucede en el sitio 3, con los átomos Sδ de Met116 y Met127. En el sitio 2, sería el 
anillo imidazólico de His50 quien tiene el rol de la unión de Cu(I). De manera 
complementaria, se determinaron los valores de las constantes de disociación 
aparente (Kdapp) de AS-Cu(I), siendo 20µM para el sitio 1, 50µM para el sitio 2 y 
300µM para el sitio 3. Respecto a la arquitectura del sitio 1, la presencia de 
ambos residuos Met1 y Met5 fue absolutamente necesaria para conservar la 
unión de alta afinidad de Cu(I) a la proteína, ya que la ausencia de uno de los 
residuos Met dio lugar a una disminución significativa en los valores de Kdapp. 
El valor de Kdapp del sitio 1 es consistente con la información reportada para 




15-45µM). Además, nuestros resultados exhaustivos obtenidos con Cu(I) 
corrigieron las discrepancias existentes sobre el escenario planteado para la 
interacción AS-Cu(I), que había sido sugerida por otros autores del campo a 
partir de la interacción AS-Ag(I). 
Finalmente, nuevas evidencias demostraron que AS ocurre 
fisiológicamente en su forma acetilada en el extremo amino-terminal 
(acAS).232,284,285 Estudios estructurales mostraron que la modificación post-
traduccional de acetilación del grupo α-NH2 de Met1 de AS anula la capacidad 
de unión de Cu(II) en este sitio pero no se ha reportado su efecto sobre la 
interacción con Cu(I).172 Por otro lado, el homologo más cercano de AS, beta-
sinucleína (BS), presenta el mismo motivo de acetilación y localización 
subcelular que AS.205 Se ha reportado numerosas veces que BS presentaría 
propiedades anti-amiloidogénicas y actuaría como un regulador negativo 
natural de AS, no obstante las bases moleculares de dicho efecto protector se 
desconocen.37,286 Aunque BS presenta un nivel de homología del 90% en la 
región N-terminal, la presencia de un residuo Met adicional en posición 10 
podría alterar el patrón de interacción con Cu(I). Por lo tanto, se decidió 
investigar las características de unión de Cu(I) a las proteínas acAS y acBS, 
utilizando técnicas de RMN de alta resolución y péptidos sintéticos modelos. Se 
encontró que la acetilación no tiene efecto sobre las propiedades de unión a 
Cu(I) de ninguno de los sitios de coordinación de AS. Sin embargo, mediante 
experimentos heteronucleares de RMN que permiten obtener información de la 
conformación general y la dinámica del esqueleto proteico, se determinó que la 
unión de Cu(I) a la región N-terminal de acAS induce una estructura secundaria 
del tipo hélice-alfa estable con propiedades de dinámica restringida en los 
primeros 10 residuos. Por otro lado, se encontró que la proteína acBS posee tres 
sitios de unión de Cu(I), que involucran los residuos Met1, Met5 y Met10 en el 
sitio 1 (Kdapp ~2μM), His65 en el sitio 2 (Kdapp ~50μM) y Met112 en el sitio 3 (Kdapp 




una estructura helicoidal en los primeros 5 residuos, la cual se ve abruptamente 
interrumpida por una estructura de giro-beta alrededor del residuo Gly7 que 
permite el acercamiento de Met10 y la coordinación de Cu(I) por parte del 
mismo. La diferencia encontrada en afinidad y estructura terciaria inducida por 
Cu(I) entre acAS y acBS podría ser el puntapié inicial para la comprensión del 
rol fisiopatológico de acAS y del rol protector de acBS. 
En conclusión, la información de alta resolución a nivel estructural y 
molecular que emerge de este trabajo de tesis constituye un paso clave para la 
comprensión de la base química detrás de la agregación de AS mediada por 
cobre en la EP. Los resultados presentados establecen una fuerte correlación 
entre el daño oxidativo, la agregación amiloide y la coordinación de Cu(I), y a la 
vez constituyen un paso importante hacia la elucidación de las bases 
mecanísticas y estructurales de la influencia del ión Cu(I) en la etiología de la 
EP. Del mismo modo, los resultados estructurales de los complejos acAS-Cu(I) y 
acBS-Cu(I) resultan relevantes en la hora fortalecer la base de conocimiento 
para favorecer la interpretación biológica en la química bioinorgánica de AS y 
de iniciar investigaciones para elucidar el rol fisiológico y/o patológico que 






Medición directa de los valores de 3JHN-Hα a través de experimentos 
TROSY-HSQC. 
 
En biología estructural de proteínas, las constantes de acoplamiento escalar a 
3 enlaces HN-Hα (3JHN-Hα) están íntimamente relacionadas a los ángulos diedros 
HN-Hα y son, por ende, una fuente de información importante de estructura 
secundaria.240 Además,  son utilizados para mejorar la convergencia y precisión 
de los cálculos de estructura, en particular para los fragmentos helicoidales.  
El experimento 3D HNHA fue diseñado en 1993 para determinar con 
precisión los 3JHN-Hα.184 En este experimento tridimensional (1H-1HN-15N), las 
señales observadas son las correlaciones de los núcleos 1HN-1HN-15N (picos de la 
diagonal) y de los núcleos 1Hα-1HN-15N (picos cruzados). El 3JHN-Hα es 
determinado a partir de la relación entre las intensidades de los picos de la 
diagonal (IHN) y los picos cruzados (IHα) fácilmente cuantificables. La 
transferencia de la magnetización es del tipo HMQC involucrando coherencias 
cuánticas cero y doble, esto significa que las señales no se ven moduladas por 
los acoplamientos a un enlace HN-N. La evolución de 15N ocurre en un modo 
“tiempo constante” y es incorporada en los periodos donde la magnetización es 
transferida desde el HN al Hα. Por ende, esta transferencia de magnetización es 
proporcional al periodo de transferencia (2ε) y a la magnitud del acoplamiento 
escalar HN-Hα. Finalmente, previo a la incorporación de un factor empírico que 
corrige los efectos de la relajación diferencial (f=1.11), la constante de 












Las principales limitaciones del experimento HNHA son: 
- En la práctica, adquirir un experimento tridimensional requiere de 
muestras de proteínas relativamente concentradas y largos tiempos de 
adquisición. Muchas veces se decide sacrificar resolución espectral en pos de 
disminuir los tiempos de adquisición y no perder relación señal/ruido. 
- La resolución máxima en la dimensión 15N está limitada por la secuencia 
de pulsos. Al ser un experimento “tiempo constante” posee una limitación 
intrínseca respecto a la resolución en dicha dimensión, que suele ser menor a la 
óptima para proteínas con poca dispersión como es el caso de las proteínas 
intrínsecamente desordenadas (IDPs). 
- La medida de la intensidad de la señal puede introducir desviaciones 
debido a que depende de la calidad del espectro. Por ende, el tratamiento 
matemático que se le aplica a los datos puede provocar una propagación 
acrecentada de los errores de medición en el valor de las constantes de 
acoplamiento escalar. 
Se han desarrollado varias metodologías alternativas para una mejor 
medición de dichas constantes, pero ninguna sin el éxito y divulgación que ha 
tenido el experimento HNHA original. Una de estas alternativas, basadas en el 
principio básico de que el acoplamiento escalar provoca la multiplicidad de las 
señales observadas, es la medición directa de la distancia entre componentes del 
doblete de las señales HN.287 Sin embargo, esta metodología fue utilizada solo 
para péptidos pequeños pues se torna complicada para péptidos más grandes y 
proteínas debido al pequeño valor de la constante respecto al ancho de línea de 
los HN y a la creciente superposición de señales. En esta sección, basados en el 
mismo principio, se puso a punto la medición directa de 3JHN-Hα mediante el 
experimento 2D TROSY-HSQC. El experimento TROSY-HSQC fue diseñado 
para seleccionar los componentes de magnetización para los cuales los 




brindando señales espectrales angostas, y por ende, aumentando la resolución 
espectral.288 Este tipo de experimento 2D permite obtener la máxima resolución 
posible, solo limitado por la relajación intrínseca de los núcleos. En IDPs, evitar 
la pérdida de resolución por mecanismos de relajación, es suficiente para lograr 
una medición certera de los valores de 3JHN-Hα de manera directa. La aplicación 
se evaluó sobre acAS, proteína IDP de 14kDa, y permite que este método rápido 
y confiable pueda ser utilizado en todo tipo de IDP. 
Como primer paso se optimizaron los parámetros de adquisición para obtener 
la mayor resolución y calidad espectral de ambos experimentos HNHA y 
TROSY-HSQC (Tabla A.1). Se observó una notoria diferencia en los tiempos de 
adquisición, mientras que el experimento HNHA requiere de 36h, el 
experimento TROSY-HSQC requiere menos de 1h. A continuación, se realizó 
una comparación de la resolución final de la proyección 1HN-15N del 
experimento HNHA y el experimento TROSY-HSQC (Figura A.1). Aunque la 
proyección no representa la totalidad de las señales en el experimento 3D, es un 
fiel reflejo de la resolución de las señales. La resolución de la proyección 1HN-
15N del HNHA da idea de la resolución del experimento 3D en la región de la 
diagonal, debido a que la ganancia de resolución en la tercer dimensión del 
espectro 3D es despreciable ya que no aumenta la resolución en la dimensión 
15N sino en 1H. Es decir, que aquellas señales superpuestas en la dimensión 15N 
de la proyección, estarán igualmente resueltas que en el espectro 3D. Se 
contrastaron las regiones con mayor superposición de señales en acAS, donde 
Tabla A.1 Parámetros óptimos para obtener la mayor resolución de los 
experimentos HNHA y TROSY-HSQC. 
 
Parámetro 3D HNHA 2D TROSY-HSQC 
Puntos complejos 1024 (1H), 120 (15N), 120 (1H) 2560 (1H), 512 (15N) 
Ancho spectral (ppm) 16 (1H), 26 (15N), 10 (1H) 7.75 (1H), 22 (15N) 
Número de escanes 8 4 





en el caso del HNHA, las señales superpuestas fueron imposibles de resolver y 
de cuantificar efectivamente, mientras que en el caso del TROSY-HSQC, el 100% 
de las señales se lograron resolver, y la medición directa del acoplamiento fue 
factible en la mayoría de las mismas (Figura A.1). Las constantes de 
acoplamiento se midieron como la distancia en Hz entre los picos del doblete 
correspondiente a la correlación 1HN-15N de cada residuo. En el caso de los 
Figura A.1. Comparación de la resolución espectral entre los experimentos 
HNHA y TROSY-HSQC. A-B. Se muestra la región espectral en torno a los 
residuos de glutamato y glicina, respectivamente, correspondiente a la 
proyección 1HN-15N del experimento HNHA (azul) y del experimento TROSY-
HSQC (rojo). Los experimentos fueron adquiridos con muestras 15N acAS 





residuos de Gly, la presencia de dos Hα, provoca que la señal sea un triplete, y 
en este caso la constante de acoplamiento se puede medir como la distancia en 
Hz entre un pico exterior y el pico central o como la mitad de la distancia en Hz 
entre los dos picos exteriores. 
En el caso de acAS, un 80% de los valores 3JHN-Hα se pudieron obtener con 
cierta seguridad con el método HNHA, mientras que ese valor se elevó a cerca 
de 95% con el método TROSY (Figura A.2A). Se pudo observar la similitud de 
los valores de 3JHN-Hα obtenidos por ambos métodos, sin embargo, para verificar 
la equivalencia del método TROSY respecto al método HNHA, se enfrentaron y 
graficaron los valores de acoplamiento medidos por el método TROSY (3JHN-Hα 
TROSY) en función de los valores de acoplamiento medidos por el método 
HNHA (3JHN-Hα HNHA) para cada residuo (Figura A.2B-C). La equivalencia de 
los métodos se confirmó matemáticamente utilizando el programa GraphPad, 
Figura A.2. Test de equivalencia del método TROSY. A. Valores de 3JHN-Hα de 
acAS obtenidos a través del método HNHA (azul) y método TROSY (rojo). B. 
Regresión lineal de los valores de 3JHN-Hα TROSY (Y) en función de 3JHN-Hα 
HNHA (X): Y = a + b.X. Resultados de la regresión: a = -0.141 ± 0.229, b = 1.02 ± 
0.0339, R2 = 0.887. No se desvía significativamente de la linealidad (p = 0.577). 
Utilizando el test-F, no se rechaza la hipótesis nula a=0, b=1 (p = 0.776). C. 





ya que la regresión lineal de los datos ingresados no difirió significativamente 
de una función identidad (p = 0.776). 
Finalmente, se realizó una comparación interna para probar la robustez de 
cada método con dos muestras diferentes. Ambos métodos brindaron 
resultados reproducibles, indispensable para cualquier tipo de método, sin 
embargo la dispersión de los datos es significativamente menor en el método 
TROSY (p = 0.009), indicando que este método es más preciso que el método 
HNHA (Figura A.3). 
 
Figura A.3. Test de precisión del método TROSY. A. Valores de 3JHN-Hα 
HNHA de dos réplicas (negro) y función identidad (azul). B. Residuos respeto 
a la función identidad. La desviación estándar de los residuos es SD = 0.197. C. 
Valores de 3JHN-Hα TROSY de dos réplicas (negro) y función identidad (rojo). D. 
Residuos respeto a la función identidad. La desviación estándar de los 





Se demostró así que utilizar el experimento TROSY-HSQC para la medición 
directa de 3JHN-Hα en IDPs, es equivalente a utilizar el experimento clásico 
HNHA. Además, el método TROSY presentó varias ventajas por sobre el 
HNHA: 
- mayor resolución en la dimensión 15N y por ende mayor número de 
residuos evaluados,  
- mayor precisión en las mediciones, 
- menor posibilidad de error matemático ya que no se utiliza una ecuación 
compleja ni parámetros empíricos, 
- posibilidad de utilizar menor cantidad de muestra, 
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